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Dans l'étude que nous avons faite avec A. Boquet [4] des pro- 
priétés biologiques de lantigéne méthylique, nous avons montré 
que cet antigéne concentré (extrait par Valcool méthylique absolu 
de bacilles tuberculeux secs préalablement dégraissés par l’acé- 
tone, correspondant a 1 cg de bacilles par centimétre cube), 
injecté a plusieurs reprises a la dose de 5 em® sous la peau du 
cobaye ou dans la veine du lapin, donne a ces animaux une résis- 
tance marquée a une infection tuberculeuse d’épreuve, réalisée 
quinze jours aprés la derniére injection d’antigéne. 

Cetle résistance antituberculeuse s’établit sans lTapparition 
d'une allergie que les injections répétées de lipides phosphorés 
bacillaires sont incapables de provoquer. 

Les expériences que nous avons effectuées soit avec A. Boquet, 
soit seul [2], n’ont porté que sur des animaux éprouvés par ino- 
culation de bacilles tuberculeux virulents dans les quinze jours 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 juillet 1952. 
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qui ont suivi la derniére injection préventive d’anligéene méthy- 
lique. Pour compléter cette étude, il nous restait a rechercher 
quelle est la durée de Ja protection conférée aux animaux de 
laboratoire par des injections répétées de ce produit. En effet, 
dans le domaine pratique de la vaccination, il ne suffit pas qu'un 
produit ait une influence retardante sur |’évolution des lésions 
au moment ow il vient d’étre injecté. Il doit avoir une action 
suffisamment prolongée. D’autre part, puisque les extraits 
méthyliques de bacilles tuberculeux dégraissés par l’acétone ont 
des propriétés préventives sur |’évolution de la tuberculose des 
animaux de laboratoire, il était indiqué de rechercher s’ils peuvent 
avoir 4 ce po:nt de vue une action complémentaire chez ceux qui 
ont été préalablement vaccinés par le BCG. 


EruDE DE LA RESISTANCE ANTITUBERCULEUSE DE COBAYES PREPARES 
PAR DES INJECTIONS SOUS LA PEAU D ANTIGENE METHYLIQUE 
CONCENTRE ET £PROUVES PAR INOCULATION SOUS-CUTANEE DE 
BAGILLES TUBERCULEUX HUMAINS VIRULENTS, A DIVERS INTERVALLES 
APRES LA DERNIERE INJECTION D’ ANTIGENE. 


Expérience I. — 6 cobayes recoivent & trois jours d’intervalle quatre 
injections sous-cutanées de 5 cm* d’antigéne méthylique concentré. 

Deux mois apres la derniére injection d’antigéne méthylique, ces 
animaux et 6 cobayes neufs témoins recoivent par la _ voie 
sous-cutanée 0,01 mg de _ bacilles tuberculeux d’origine humaine 
(souche 572 H). Ils sont tous sacrifiés deux mois aprés l’inoculation 
des bacilles virulents. 

A Vexception d’un seul cobaye qui n’a que quelques lésions sur 
la rate, tous les autres cobayes témoins présentent de trés nombreux 
tubercules sur leurs divers organes. 

Chez les cobayes préparés par ]’antigéne méthylique, 1 seul d’entre 
eux, femelle en état de gestation, présente de nombreux tubercules 
sur ses différents organes. Les 5 autres n’ont que 15 A 30 tubercules 
sur la rate et de rares lésions sur le foie et les poumons. 

Les cobayes, préparés par l’antigéne méthylique et éprouvés par 
inoculation sous-cutanée de bacilles tuberculeux virulents deux mois 
aprés la derniére injection d’antigene méthylique concentré, n’ont 
présenté en moyenne par animal des lésions que dans la proportion 
de 40 par rapport a 100 lésions chez les témoins. Ils conservent donc 
au bout de deux mois une résistance antituberculeuse appréciable. 


Expérience II. — 20 cobayes recoivent & quatre jours d’intervalle 
quatre injections sous-cutanées de 5 cm* d’antigéne iméthylique 
concentré. 

Quatre mois aprés la derniére injection d’antigéne méthylique, ces 
animaux ainsi que 8 cobayes neufs témoins sont inoculés sous Ja peau 
par 0,001 mg de la souche d’origine humaine 572. 

_Plusieurs de ces animaux, préparés par l’antigene méthylique ou 
temoins, sont morts d’infections intercurrentes, six semaines A deux 
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mois aprés avoir été infectés. Ils avaient tous des lésions a peu prés 
semblables : quelques tubercules sur la rate, rares lésions sur les autres 
organes. 

Les survivants ont été sacrifiés deux mois et demi aprés l’inoculation 
virulente. Les cobayes préparés par l’antigeéne méthylique présentaient 
comme les témoins de nombreux tubercules sur la rate, le foie et 
les poumons. 

Nous n’avons donc pas constaté de différences entre les cobayes 
témoins et ceux préparés par l’antigeéne méthylique et éprouvés par un 
bacille tuberculeux virulent, quatre mois aprés la derniére injection 
d’antigéne. 


ETUDE DE LA RESISTANCE ANTITUBERCULEUSE DE LAPINS PREPARES 
PAR DES INJECTIONS INTRAVEINEUSES OU SOUS-CUTANEES D’ ANTIGENE 
METHYLIQUE CONCENTRE ET EPROUVES PAR INOCULATION INTRA 
VEINEUSE DE BACILLES TUBERCULEUX BOVINS VIRULENTS, DEUX MOIS 
APRES LA DERNIERE INJECTION D ANTIGENE. 


Exprrience IJ]. — 2 lapins sont préparés par des injections intra- 
veineuses, répétées A trois ou quatre jours d’intervalle, de 5 cm? 
d’antigéne méthylique concentré. Deux mois apres la derniére 
injection d’antigéne, ils regoivent dans la veine ainsi que 2 lapins 
neufs témoins, 1/500 de milligramme de bacilles tuberculeux bovins 
virulents (souche Dupray S). 

Ils sont tous sacrifiés deux mois aprés leur infection. Les lapins 
préparés par l’antigéne méthylique ont présenté, comme les lapins 
témoins, de trés nombreux tubercules sur leurs poumons et d’assez 
nombreux tubercules sur leurs autres organes. Les lapins préparés 
n’ont donc pas montré de résistance antituberculeuse spéciale. 

Comme les lapins ont été préparés par des injections intra- 
veineuses d’antigéne méthylique alors que les cobayes ont recu la 
méme quantité de ce produit par la voie sous-cutanée, nous nous 
sommes demandé si la voie d’introduction de l’antigéne méthylique 
n’avait pas joué un rdle dans ce résultat négatif. A. Calmette et 
C. Guérin ont en effet montré que les bovidés immunisés par injec- 
tion sous-cutanée de BCG ont une résistance antituberculeuse plus 
durable que ceux ayant recu ce bacille-vaccin par la voie veineuse. 

Nous avons donc entrepris une nouvelle expérience sur deux séries 
de Japins préparés avec les mémes doses d’antigéne méthylique, les 
uns par la voie sous-cutanée, les autres par la voie veineuse. 


Expfrience IV. — 10 lapins recoivent A quatre jours d’intervalle 
quatre injections de 5 cm* d’antigéne méthylique concentré, 5 d’entre 
eux par la voie sous-cutanée et 5 par la voie veineuse. Ils sont infectés, 
deux mois aprés la derniére injection d’antigéne, par inoculation intra- 
veineuse de 1/500 mg de la souche de bacilles tuberculeux bovins 
Dupray S. 5 lapins neufs sont inoculés de la méme facon comme 
témoins. 

Tous ont été sacrifiés deux mois et demi aprés leur inoculation. 

Les lapins témoins avaient de trés nombreux tubercules sur leurs 
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poumons et d’assez nombreux tubercules sur leurs autres organes. 

Chez les lapins préparés par injection intraveineuse d’antigéne 
méthylique concentré, les lésions des poumons étaient un peu moins 
nombreuses que chez les témoins. Les autres organes étaient presque 
aussi fréquemment atteints que chez ces derniers. 

Parmi les lapins préparés par des injections sous-cutanées d’anti- 
gene méthylique, les lésions des poumons étaient, comme chez ceux 
préparés par la voie veineuse, un peu moins marquées que chez les 
témoins. Les autres organes: rate, foie et reins étaient nettement 
moins allteints que chez ces derniecrs. : 

En établissant dans chaque lot les proportions respectives de tuber- 
cules par animal, nous en avons trouvé pour 100 chez les témoins, 
80 chez ceux préparés par la voie veineuse et 60 chez ceux préparés 
par la yoie sous-cutanée. 

Les lapins qui ont regu sous la peau des injections répétées d’antigéne 
méthylique et qui ont été éprouvés par inoculation d’un bacille tuber- 
culeux bovin virulent, deux mois apres la derniére injection d’antigéne, 
paraissent done avoir conservé une certaine résistance antituberculeuse. 
Par contre, ceux qui ont été préparés par des injections des mémes 
doses d’antigéne méthylique dans Ja veine et qui ont été éprouvés au 
bout du méme intervalle de temps par le méme bacille tuberculeux 
virulent semblent avoir présenté presque la méme sensibilité 4 la tuber- 
culose que les témoins. 


ACTION PREVENTIVE DE L’ANTIGENE METHYLIQUE 
ASSOCIBKE A CELLE DU. BCG. 


Bien que la résistance antituberculeuse conférée au cobaye et 
au lapin par Vantigene méthylique n’ait pas une durée aussi 
grande que celle produite chez ces animaux par le BCG, nous 
avons essayé de nous rendre compte de laction préventive 
complémentaire que pourrait avoir Vantigeéne méthylique chez 
des animaux préalablement vaccinés par le BCG. 

Nous devons d’abord rappeler que M. A. Machebceuf et 
J. Dieryck [8] ont obtenu des résullats favorables dans la vacci- 
nation d’animaux de laboratoire par des injections de bacilles 
tuberculeux épuisés a froid par lacétone puis par |’éther, solvants 
qui dénaturent trés peu les complexes lipido-protidiques. 


ExpERIENcE V. — 12 cobayes ont été vaccinés par une injection 
sous-cutanée de 10 mg de BCG, et.12 autres par cing injections sous 
la peau de 5 cm* d’antig¢ne méthylique concentré effectuées 2 des 
intervalles de trois ou quatre jours. Un troisitme lot de 12 cobayes a 
recu une injection de 10 mg de BCG, puis, quinze jours apres, a été 
traité par des injections d’antigéne méthylique comme les cobayes du 
groupe précédent. 

Tous ces animaux ainsi que 20 cobayes neufs témoins ont été 
éprouvés huit jours aprés la derniére injection d’antigene méthylique 
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par inoculation sous-cutanée de 0,01 mg de bacilles tuberculeux 
virulents d’origine humaine (souche 572). Ils ont été sacrifiés deux 
mois aprés leur infection. 

Les témoins ont présenté des lésions trés importantes sur tous leurs 
organes, rate, foie et poumons. Par contre, ceux des trois groupes 
préparés soit par le BCG, soit par l’antigéne méthylique, soit par ces 
deux produits associés présentaient un nombre de tubercules tres 
réduit comparativement aux témoins ou étaient encore apparemment 
indemnes de lésions. 

Dans chaque groupe de cobayes, les résultats globaux ont été 
appréciés (voir le tableau suivant) d’aprés la proportion d’animaux ne 
présentant pas de lésions sur leurs organes et d’aprés le nombre 
moyen de tubercules par animal. 
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Proportions des cobayes ne présen-, 3 sur7 |2 sur 50/5 sur 8 | 0 sur 412 
tant pas de lésions sur leurs organes.)42 p. 100/40 p. 100)62 p. 100 
Nombre moyen de tubercules par 


cobaye 16 16 il 89 


On peut voir, d’aprés le tableau précédent, que c’est dans le groupe 
des cobayes préparés par le BCG et l’antigéne méthylique associés qu’il 
y a eu a la fois la plus forte proportion d’animaux n’ayant pas de 
lésions des organes et présentant le plus petit nombre de tubercules 
par animal. 

Une expérience semblable a été faite chez des lapins en suivant la 
méme technique. 


Expérience VI. — 4 lapins ont été vaccinés par injection intravei- 
neuse de 10 mg de BCG. Dans un deuxiéme lot, 4 lapins ont été 
vaccinés par la méme voie, d’abord par 10 mg de BCG puis, quinze 
jours apres, par quatre injections dans la veine de 5 cm? d’antigéne 
méthylique concentré, a trois ou quatre jours d’intervalle. 

Tous les animaux, ainsi que 5 lapins neufs témoins ont recu dans 
la veine, huit jours aprés la derniére injection d’antigéne méthylique, 
1/500 meg de bacilles tuberculeux bovins tres virulents (souche 
Dupray S$). 

Ils ont été sacrifiés deux mois aprés leur infection. Le nombre moyen 
de tubercules par animal qui a été de 71 chez les témoins a été réduil 
a 80 chez ceux vaccinés par le BCG et A 12 chez ceux préparés par 
le BCG et l’antigéne méthylique. 
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Discussion. 


Les résultats que nous venons d’exposer apportent une contri- 
bution importante aux notions nouvelles qui ont été enregistrées 
depuis quelques années sur la dissociation possible de Vallergie 
et de l’'immunité, sur la durée de l’immunité sans allergie, et sur 
Vaction complémentaire que la résistance antituberculeuse sans 
allergie conférée par des injections d’antigéne méthylique peut 
exercer sur celle accompagnée d’ allergie provoquée par le BCG. 

Pendant longtemps on a pu croire, tant Vallergie et Vimmu- 
nité sont en apparence intimement lées, qu’elles sont les 
deux manifestations d’un méme phénoméne. L’immunité était 
considérée par de nombreux médecins comme la conséquence 
de l’allergie. A premiére vue, la résistance 4 une surinfection 
tuberculeuse exogéne n’apparait, en effet, chez un cobaye et 
un lapin primo-infectés par un bacille virulent, qu’au moment 
ou se manifeste pour la premiére fois l’allergie :provoquée par 
ce dernier. 

De méme on sait que l’apparition de l’allergie aprés l’admi- 
nistration du BCG est le témoin de la résistance que ce dernier 
a conférée et que sa disparition constitue le signe avant-coureur 
que cette résistance est a son déclin. 

En réalité, le parallélisme étroit qui existe entre lallergie et 
la résistance aux surinfections exogénes est da au fait que l’une 
et autre sont provoquées par la méme cause : l’introduction 
dans Vorganisme d’un bacille tuberculeux virulent ou d’un bacille 
avirulent comme le BCG. Ce parallélisme étroit permet aux pra- 
tic:ens qui pratiquent la vaccination antituberculeuse, en l’absence 
de tout autre signe, d’apprécier, grace 4 l’allergie, le moment ot 
apparait ’immunité et celui ot elle va disparaitre. 

Mais les recherches, qui ont été faites chez les animaux de 
laboratoire et les observations effectuées en clinique humaine, 
montrent par la constatation de faits indiscutables que ]’immu- 
nité peut élre dissociée de l’allergie. 

Si la premiére dépendait de la seconde, on devrait constater 
qu’a une forte allergie correspond une résistance antitubercu- 
leuse prononcée et a ume allergie de faible intensité une résistance 
moins marquée. Or, comme E. Coulaud [4], puis A. Saenz [5] 
lont mis en évidence, les cobayes préparés par des injections 
sous-culanées de bacilles tuberculeux morts enrobés dans la 
paraffine ou Vhuile de vaseline présentent des réactions tuber- 
culiniques intenses sans avoir pour cela une résistance antituber- 
culeuse appréciable. D’autre part, les animaux et les sujets 
vaccinés par le BCG présentent une allergie plutét faible alors 
que la résistance antituberculeuse conférée par ce bacille vaccin 
est aussi élevée que celle des organismes primo-infectés par un 
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bacille virulent qui réagissent beaucoup plus intensément a la 
tuberculine que ceux vaccinés par le BCG. 

I] peut y avoir une dissociation compléte de l’immunité et de 
Vallergie chez les animaux auxquels on a injecté de fortes quan- 
tités de bacilles tuberculeux morts ou de bacilles paratuberculeux. 
Ils réagissent a la tuberculine sans avoir acquis une résistance 
antituberculeuse. 

Cette dissociation peut aussi étre observée chez des cobayes 
qui ont été rendus allergiques par l’inoculation d’un bacille tuber- 
culeux peu virulent. Si on les désensibilise & la tuberculine par 
des injeclions répétées de cette substance, ils demeurent réfrac- 
taires 4 une surinfection tuberculeuse exogéne. 

Enfin cette dissociation a été prouvée par les expériences de 
A. Boquet et L. Négre qui ont pour la premiére fois conféré une 
résistance antituberculeuse marquée A des cobayes et a des lapins 
par des injections répétées d’extraits méthyliques bacillaires, 
incapables de les rendre allergiques. 

Cette résistance sans allergie se traduit chez les cobayes et les 
lapins préparés par l’antigene méthylique, comme chez ceux 
vaccinés par le BCG, par un nombre de lésions trés inférieur 
a celui observé chez les témoins non traités préventivement par 
ce produit, et par les caractéres de ces lésions. On voit sur les 
organes de gros tubercules isolés que A. Calmette a appelés 
« lésions de résistance ». Chez les animaux préparés par |’anti- 
géne méthylique, ces lésions ont parfois un aspect caractéris- 
tique bourgeonnant en chou-fleur 4 la surface de l’organe, aspect 
que nous n’avons jamais observé chez les animaux vaccinés par 
le BCG. 

La résistance antituberculeuse conférée aux animaux de labo- 
ratoire par des injections répétées d’antigeéne méthylique a 
Vavantage de s’établir rapidement. Par contre, si les injections 
ne sont pas renouvelées elle disparait plus rapidement qué celle 
produite par le BCG. 

CoNcLuSsIoNs. 


La résistance antituberculeuse sans allergie que nous avons 
mise en évidence avec A. Boquet chez les animaux de laboratoire 
préparés par quatre injections répétées a trois ou quatre jours 
d’intervalle de 5 centi-cubes d’antigene méthylique concentré 
dure moins longtemps que celle qui leur est conférée par le 
vaccin BCG, bien que s’établissant plus rapidement que cette 
derniere. 

Chez les animaux qui ont regu les injections d’antigéne méthy- 
lique par la voie sous-cutanée, cette résistance dure au moins 
deux mois. Elle disparait complétement quatre mois apres la 
derniére injection d’antigene. 
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Lorsque les animaux ont été immunisés par la voie veineuse, 
la résistance antituberculeuse conférée par lantigene méthy- 
lique a déja presque complétement disparu deux mois aprés la 
derniére injection de ce produit. 

Des cobayes et des lapins vaccinés par le BCG traités par des 
injections répétées d’antigene méthylique concentré et eprouves 
par Vinoculation d’un bacille tuberculeux virulent présentent une 
résistance anlituberculeuse plus prononcée que celle qui leur est 
donnée par le BCG ou lantigéne méthylique employés seuls. 
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LES BORRELIA DUTTON/, DEVENUS RESISTANTS 
AUX ANTICORPS SPIRILLICIDES, 
SE REVELENT-ILS REFRACTAIRES AUX IMMOBILISINES 
DE NELSON ET MAYER ? 


par C. LEVADITI, A. VAISMAN et A. HAMELIN (*). 


(Institut Alfred-Fournier. Service du professeur Levaprtt.) 


En 1907, C. Levaditi et Roché [4] ont constaté que chez le rat 
contaminé par le Borrelia duttoni, les parasites survivent dans 
certains organes lors de la crise qui précéde les rechutes (Cf. éga- 
lement Brainl et Kinghorn [2]), alors quwils ont disparu de la 
circulation générale. Au cours de cette méme crise, des anti- 
corps immobilisants et trypanolytiques apparaissent dans le sang 
(C. Levaditi et Roché [3]). Or, les spirilles qui pullulent lors des 
récidives se révélent anticorps-résistants in vitro comme in vivo. 
Ils sont insensibles (étant dépourvus de récepteurs aptes a fixer les 
anticorps) a l’égard de ces agents défensifs, leur insensibilité étant 
transmise héréditairement au cours des passages ultérieurs sur la 
souris (Cf. également C. Levaditi et Stanesco [4], au sujet de la 
création de mutants réfractaires de Borrelia dulloni dans le tube a 
essais). Ces auteurs ont conclu qu'il s’agissait d’une « accoutu- 
mance » aux anticorps de quelques rares spirilles qui échappent a 
la destruction. Cependant, des recherches entreprises ultérieu- 
rement (1909-1910) avec des trypanosomes, ont permis a C. Levaditi 
et Mutermilch [5] et & C. Levaditi et Mc Intosh [6] d’affirmer que 
cette accoutumance (pouvant apparaitre in vivo en cing minules |7)) 
est, en réalité, effet @une stirection entre de nombreux germes 
sensibles et de rares parasites résistants dés lorigine (il est pos- 
sible de retrouver ces derniers dans le dépot de centrifugation des 
mélanges d’anticorps ect de trypanosomes apparemment dépourvus 
de parasites indemnes). C’est la premiére fois que l’on fit ainsi 
intervenir la notion de sélection dans le mécanisme de la résis- 
tance, notion qui s’est imposée lors des études récentes concernant 
la création de mutants de bactériacées réfractaires 4 certains antt- 
biotigues, concept actuellement adoplté [rdle de la génétique) 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 juillet 1952. 
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(Cf. également les recherches de C, Levaditi et Twort os 
concernant la création de mutants de trypanosomes résistant a la 
subtiline (trypanotoxine) [8)}). 

La découverte des immobilisines anti-tréponémiques par Nelson 
et Mayer [9] nous a engagés a étudier, par la méthode de ces 
auteurs, le mécanisme dé fa création tes mutants réfractaires du 
Borrelia duttoni vis-a-vis des anticorps spirillicides, considéré 
sous langle des immobilisines sériques. Dans deux travaux 
récents [40, 44] nous avons montré que les sérums de rats, de 
cobayes, de souris ou d’homme, examinés apres la premiere crise, 
se révélent fortement immobilisants a Végard de ces Borrelia. 


‘TECHNIQUE. 


Le sang, la rate et le cerveau de souris infectées depuis trente- 
trois & deux cent soixante-seize jours sont inoculés a des souris 
neuves ; dés Vapparition de spirilles dans le sang a animaux 
de passages, on éprouve la résistance de ces parasites vis-a-vis 
d’un mélange de sérums immobilisants. En ce qui concerne les 
essais pratiqués sur les rats, nous avons commencé les _préle- 
vements dés Je sixiéme jour de linfection, c’est-a-dire aussil6t 
aprés la premiére crise et nous avons poursuivi ces prélévements 
pendant la rechute et aprés la disparition définitive des parasites 
de la circulation. Pour la détermination du pourcentage d’immo- 
bilisation, nous avons employé la méme méthode utilisée dans les 
travaux précédemment cités [10, 44]. 


Résuutats (Cf. tableaux I et I). 


I. APPARITION DE SPIRILLES RECURRENTIELS RESISTANT AUX IMMO- 
BILISINES SERIQUES AU COURS DE L’ EVOLUTION DE LA SPIRILLOSE 
PROVOQUEE CHEZ LE RAT ET LA souRIS PAR Borrelia duttoni. 


1° Rats (v. tableau I). — a) Les spirilles contenus dans le sang 
le sixiéme jour de Vinfection, pendant l’intervalle qui sépare la 
premiere crise de la premiere rechute, sont  immobilisés 
a 100 p. 100 par un sérum « immobilisant-test » (1). Ils se 
comportent donc comme les spirilles de la primo-infection de la 
souris (méme immobilisation 4 100 p. 100). Les parasites sont done 
anticorps-récepltifs. 

b) Les spirilles contenus dans le sang lors de la premiére rechute, 
survenue le huititme jour, se sont montrés, dans les mémes 


(1) Nous nous sommes servi de sérums de rats contaminés de longue 
date et fortement immobilisants. 
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conditions, réfractaires aux anticorps immobilisants (test-Nelson 
négatif ; immobilisation 0 p. 100; spirilles témoins : immobili- 
sation 100 p. 100). L’essai compte 4 sujets. 

c) Le trente-deuxiéme jour aprés l’infection, alors que chez 
deux rats les spirilles n’ont été décelés que par inoculation de la 
rate et du cerveau, ces spirilles ont offert, aprés un premier 
passage sur la souris, une résistance totale aux immobilisines 
sériques (immobilisation a 0 p. 100; immobilisation des spirilles 
témoins 4 100 p. 100). 


ConcLusion. — Les Borrelia duttoni, sensibles A l’action immo- 
bilisante sérique dans l’intervalle qui sépare la premiére crise de 
la premiere rechute, acquiérent une résistance des plus élevées 
lors de cetle rechute, qui a lieu le huitiéme jour. Cette résistance 
se maintient jusqu’au trente-deuxiéme jour, temps extréme de 
nos observations, peu importe que les parasites aient été isolés 
de Ja rate ou du cerveau. I] en résulte que l infection latente, 
constatée chez les rats pendant une longue période de temps, est 
assurée par des germes anticorps-résistants qui, soit sous la 
forme spirillaire, soit au cours d'une phase infravisible de leur 
évolution, se dissimulent dans des organes, tels que la rate et sur- 
tout lencéphale. 


TABLEAU I. 


t 
Nombre de fours Pourcentage d'immobilisation 


aprés 8 
pirilles isolés de : Témoin (1) 

it infection (Spirilles sensibles 
sang rate cerveau 


RATS 
6° jour (intervalle 
lére crise pe E 100 % 
et lére rechute ) 100%, 
8° jour (lére rechute) a 
0% 100 % 
0% 
32° jour (sang = 
stérilisé) 100 % 
33° jour (un seul 
passage de 
sang positif) 100 % 
118° jour (sang et 
rate stérilisés) 
100 % 
276° jour(sang et rate 
stérilisés) 100 % 
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2° Souris (tableau I). — Chez une souris, le Borrelia duttoni a 
été isolé du sang et de lencéphale trente-trois jours aprés Ja conla- 
mination, et chez une autre du cerveau seulement. Les mutants 
se sont révélés enlicrement résistants aux immobilisines (immo- 
bilisation nulle). Chez 4 sujets le méme isolement a eu comme 
origine exclusive le névraxe central cent dix-huit jours apres 
Vinfection, et chez 2 autres sujets le cerveau (deux cent soixante- 
seize jours apres). Chez aucune de ces souris le sang ne s’est 
révélé infectant. Or, tous ces mutants ont résisté a leffet immo- 
bilisant. 


Conciusion. — Les Borrelia dultoni, pu:sés dans la circulation 
sanguine et surtout dans le cerveau, entre le trente-troisi¢éme ct 
le deux cent soixante-seiziéme jour de Vinfeclion latente, se sont 
comporlés comme des mutants totalement réfractaires (immobi- 
lisation : 0 p. 100). Pour Je reste, mémes conclusions que celles 
qui concernent les rats. f 


TaBLeau JI. 


1 
ete Nombre de Pourcentage d!immobilisation. | 
spirilles résistants San oe Spirilles résistants Témoins 
& l'origine (spirilles 


sensibles) 


RAT 8 )Sp.de rechute| ler passage 100 % 
9) (8° jour) a5 ‘ 100 % 
10 ) Y 100 


BABASA 


Gh 


| SOURIS 3 (Sp,du sang, 


jantectica ler passage 100 % 
datant de ° n 
(33 jours | ? soe 


SQURIS 36(Sp.du cor- 
(veau, ec= 
(tion datant 
(de 276jours 


ler passage 


IT. TRANSMISSION HEREDITAIRE DE LA RESISTANCE DE Borrelia 
duttoni Aux imMopiListnes (Cf. tableau II). — Les données 
condensées dans le tableau IL montrent que les mutants résistants, 
isolés soit du sang, soit du cerveau de souris ou de rats en proie 
a une spirillose lJatente, datant de huit, trente-trois et deux cent 
soixante-seize jours, transférés a la souris, ont résisté aux immo- 
bilisines sériques lors des premier, deuxieme, troisieme, cin- 
quieéme et sixiéme passages en série. Toutefois, une certaine 
atténuation du degré de l'état réfractaire a l’égard des immobi- 
lisines sériques est apparue au cours de ces transferts. La résis- 
lance est done transmissible par voie hérédilaire. 
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Au cours de lV’évolution de la phase inapparente de la spirillose 
provoquée chez le rat et la souris par Vinoculation du Borrelia 
duttoni, les spirilles isolés soit du cerveau, soit du sang el de la 
rate, se montrent résislants aux immobilisines sériques, leur résis- 
lance étant susceplible d’étre transmise, pendant un certain 
nombre de transferts, par voie héréditaire. C’est la une démons- 
tration expérimentale remarquable de la coexistence possible 
dune spirillose inapparente et de la présence d’immobilisines 
humorales. Les récidives, comme dailleurs la raison d étre 
de cette spirillose inapparente, s’expliquent par le fait que 
des mutants spirillaires résistants sont sélectionnés sous Vimpul- 
sion des anticorps anti-spirillaires immobilisants et spirillicides. 

Ajoutons que les immobilisines anti-Borrelia duttoni agissent 
sur Spirochaela hispanica {42}, et que les immobilisines anti- 
tréponémiques sont sans effet sur Borrelia duttoni. 

L’ensemble de ces constatations offre une importance de tout 
premier ordre lorsqu’on le rapproche de l’évolution polyphasée de 
Pinfection provoquée chez Vhomme par Treponema pallidum. kn 
effet, dés 1907, C. Levaditi et Roché (loc. cit.) ont insisté sur ce 
rapprochement et formulé les conclusions que voici : « JI 
est possible que les poussées secondaires et tertiaires qui se pro- 
duisent au cours de la syphilis, aprés des périodes d’accalmie plus 
ou moins longues, s’expliquent par le fait que la pullulation 
successive des tréponémes peut fort bien n’étre pas la consé- 
quence de la disparition temporaire des anticorps, mais d’une 
immunisation des parasites vis-a-vis de ces anticorps. » (Cf. éga- 
lement C. Levaditi et Stanesco, loc. cit.). — Or, au cours de |’évo- 
lution de la syphilis tardive, en particulier dans la paralysie géné- 
rale, on constate, en effet, une telle coexistence entre la présence 
du virus spécifique et d’un taux élevé d’immobilisines sériques. 
Il serait done souhaitable que des souches de Treponema pallidum 
puissent ¢étre isolées des lésions tissulaires, au cours de ces 
accidents tardifs, afin de préciser expérimentalement leur com- 
portement a l’égard des immobilisines anti-tréponémiques. 
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SIGNIFICATION DE LA PRESENCE PARADOXALE 
D'UNE CATALASE 
CHEZ CERTAINS ANAEROBIES STRICTS 


par A.-R. PREVOT et H. THOUVENOT (*). 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


Depuis les travaux classiques de Mc Leod et Gordon (1922) 
on savait que ce n’est pas l’oxygéne moléculaire lui-méme qui 
est toxique pour les anaérobies, mais bien le peroxyde d’hydro- 
géne qui se forme dans les cultures quand l’oxygeéne sert d’accep- 
teur d’hydrogéne ; les anaérobies stricts sont par définition les 
bactéries ne possédant pas de catalase et par la elles ne peuvent 
pas scinder ’H,O, qui est réellement toxique pour elles. 

Ces travaux ont été confirmés et amplifiés par Frei et ses colla- 
borateurs (1931-1935) qui ont démontré que les anaérobies stricts 
ne possédaient, parmi toutes les desmolases bactériennes, que les 
seules déshydrogénases. On peut résumer ces faits en disant : 
les anaérobies stricts sont dépourvus d’hématine [4]. 

Cependant, quelques auteurs ont pu démontrer |’existence d’une 
catalase chez de rares espéces anaérobies strictes. Ainsi, Propiont- 
bacterium freudenreicht et P. shermani, qu’on peut considérer 
comme des anaérobies stricts, sont catalase-positifs (les autres 
espéces du genre Propionibacterium ne sont pas des anaérobies 
stricts : i] est donc normal qu’elles soient catalase-positives). 

Comment peut-on expliquer la présence d’une catalase chez des 
anaérobies stricts, puisque c’est justement l’absence de catalase 
qui conditionne l’anaérobiose stricte d’une bactérie ? 

Ne possédant pas de souches de P. freudenreichi ni de P. sher- 
mani dans notre collection, nous n’avons pas pu expérimenter 
avec ce matériel de choix. Par ailleurs, la souche 14 X de Propto- 
nibacterium pentosaceum que nous entretenons depuis 1929 dans 
notre collection et que nous tenons directement d’Orla-Jensen, est 
catalase-négative et se comporte comme un anaérobie strict. 

Aussi avons-nous dd prospecter d'autres groupes anaérobies 
avant de déceler des souches catalase-positives. 

Nous avons d’abord examiné le genre Ramibacterium parce que 


(*) Société francaise de Microbiologie, séance du 3 juillet 1962. 
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notre collegue Beerens nous avait oralement signalé qu'il avait 
rencontré une souche de R. ramosoides catalase-positive. 

Notre collection est particuliérement riche en Ramibacterium : 
nous avons éprouvé 3 souches de R. ramosum, 1 souche de 
R. pseudoramosum, 1 souche de f. ramosoides, 2 souches de 
R. alactolyticum, 1 souche de R. pleurtticum et 1 souche de 
R. dentium. Toutes étaient nettement catalase-négatives et ce n'est 
pas de ce coté que nous avons pu trouver le matériel nous per- 
meltant de comprendre le probléme posé. Etant donnée la parenteé 
morphologique et physiologique entre le genre Propiontbacterium 
(que Pun d’entre nous considére comme un sous-genre de Coryne- 
bacterium [2}) et les genres Corynebacterium, Bifidibacterium et 
Actinobacterium, c’est sur ce groupe qu’ont porté ensuite nos 
investigations. 

Nous avons pu ainsi tester 33 souches, dont : 

26 de Corynebacterium anaérobies : C. pyogenes (2), C. lique- 
faciens (2), C. anaerobium (4), C. granulosum (4), C. parvum (3), 
C. avidum (6), C. diphtheroides (5) ; ; 

4 de Bifidibacterium : B. bifidum (3), B. cornutum (1) ; 

3 d’Actinobacterium : A. meyeri (1), A. cellulitis (1), A. bau- 
deti (1). 

Au premier examen, toutes ces souches étaient anaérobies 
strictes et catalase-négatives.’ Par la suite, aprés repiquage en 
tubes de Hall, nous avons trouvé sur ce total 6 souches catalase- 
positives, dont 4 appartenant 4 l’espéce Corynebacterium avidum 
(alors que les 2 autres souches de cette espéce sont catalase- 
négatives), 1 souche de Corynebacterium liquefaciens et 1 souche 
d’Actinobacterium baudeti. 

I. C. avidum. — ‘Les souches positives sont : 523, 562, 735 et 
752. Nous rappelons que C. avidum est une corynébactérie 
typique, de taille moyenne, anaérobie stricte, peu réductrice. 
liquéfiant la gélatine, coagulant le lait et le digérant partiel- 
lement, glucidolytique ; la plupart de nos souches ont élé trouvées 
par hémoculture [8], dans des septicémies mortelles. 

Les souches catalase-positives ont élé respectivement isolées des 
cas suivants : 

523. Pseudoactinomycose du chien. 

562. Septicémie récurrente chez un Nord-Africain. Hémoculture 
positive pendant les accés fébriles. 

739. Endocardite a évolution lente chez un Nord-Africain. 
Hémoculture positive a plusieurs reprises. 

792. Boite de sardines marocaines infectées. 

Il. C. liquefaciens. — La souche positive 746 a été isolée d’un 
abeés de la gorge chez un Allemand adulte. Elle était anaérobie 
stricte et catalase-négative jusqu’aux expériences relatées plus 
haut. Elle n’est devenue catalase-positive qu’au troisiéme repi- 
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quage en tube de Hall et en ae temps elle est devenue micro- 
aérophile. Nous rappelons que liquefaciens se distingue faci- 
lement des autres ae pt eae anaérobies par ses caracteres 
culturaux, en particulier les cultures non gazogénes et la liqué- 
faction de la gélatine. 

III. Actinobactertum baudeti. — La souche 565 a été isolée de 
Vactinomycose du chat. Elle était microaérophile d’emblée. Elle 
donne fréquemment des subcultures anaérobies facultatives, tout 
en restant anaérobie de prédilection. 

C’est sur ce matériel qu’ont d’abord porté nos recherches. 


A. Lieu de formation de la catalase. — On sait trés peu de 
chose sur les catalases des anaérobies. Nous avons tout d’abord 
voulu voir ott se formait cet enzyme. 

Une culture de vingt-quatre heures de la souche 735, en 
bouillon VE glucosé est centrifugée ; le liquide clair surnageant 
est éprouvé : il est fortement catalase +. Apres filtration sur 'L8, 
il se montre encore catalase +. Le culot microbien est repris 
par l'eau physiologique pour lavage et recentrifugé. Le liquide 
de lavage décanté et filtré est encore faiblement catalase +. Les 
corps microbiens lJavés repris par l’eau physiologique sont trés 
fortement catalase +. 

ConcLusion. — La catalase des anaérobies est un endoenzyme 
et diffuse dans les bouillons de culture de méme que dans les 
eaux de lavage des corps microbiens. 


B. Réle de la catalase dans Vaction bactéricide de leau 
oxrygénée sur les anaérobies catalase + el catalase —. a) Si 
on soumet la souche 592 de Corynebaclerium avidum qui est 
anaérobie stricte et catalase-négative a l’action de eau oxygénée 
a raison de 0,2 cm* dans 2 cm* de culture de vingt-quatre heures, 
aprés quinze minutes de contact, cette souche est tuée. 

b) Si on soumet au méme contact et dans les mémes propor- 
tions les souches 523, 562, 735 et 752 de la méme espéce, mais 
devenues catalase-positives, ces souches ne sont pas tuées. Si on 
prolonge le contact trente minutes et soixante minutes, on voit 
ae 2 de ces souches, 562 et 523, meurent, et que la troisiéme, 
735, résiste. Celle-ci résiste méme trois heures a ce contact, et 
dans une deuxiéme expérience, faite avec 0,5 cm*® d’H,O, pour 
2 cm® de culture, elle continue a manifester celte extraordinaire 
résistance, : 

c) Si a une souche catalase-négative 592, on ajoute la catalase 
stérilisée par filtration de la souche 735, on voit que cetle addi- 
tion n'est pas suffisante pour la protéger contre laction bacté- 
ricide de H,O,. Ceci tient a la faiblesse du pouvoir catalasique 
de ce filtrat, incapable de décomposer la dose mortelle d’H,0,. 
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Concr.uston. — La catalase des anaérobies préserve ceux-ci 
contre l’action bactéricide de ’H,O,. Cette action préservatrice 
ne peut pas ¢tre transférée par addition de fillrat catalase-positif 
a’ une souche catalase-négative. 


C. Signification de la catalase des anaérobies. — ‘Les 6 souches 
catalase-positives que nous avons détectées sur les 33 étudiées 
ne se sont pas montrées positives d’emblée. Au premier examen, 
fait sur le premier repiquage a partir de souches lyophilisées, 
celles étaient toutes négatives. Au deuxi¢me examen, fait sur le 
deuxieme repiquage en tube de Hall a partir du premier, une 
seule est devenue positive ; au troisiéme repiquage, 3 autres le 
sont devenues ; au quatriéme repiquage, 2 nouvelles souches le 
sont devenues; la sixiéme positive ne s’est révélée telle qu’au 
cinquiéme repiquage. Nous avons suivi, par des témoins en gélose 
profonde et en gélose inclinée l’évolution du type respiratoire de 
ces souches. Au premier repiquage, tous les témogins en gélose 
inclinée restent stériles, et tous les temoins en g¢lose profonde 
présentent un type respiratoire anaérobie strict (type II de 
Prévol) [4]. A ce moment, toules les souches sont catalase- 
négatives. Au deuxiéme repiquage, la souche devenue catalase + 
montre des témoins en gélose profonde indiquant une évolution 
vers la muicroaérophilie (type Hl de Prévot) et il apparait sur 
les témoins en gélose inclinée une faible végétation. Les auteurs 
classiques, qui ont observé le méme phénoméne, Il appellent 
« aérobisation ». Nous interprétons ce phénoméne comme une 
mutation ; aprés un nombre de repiquages différent suivant les 
souches, cette mutation apparait au fur et a mesure des repi- 
quages en tubes de Hall, dont Panaérobiose est peu poussée. La 
vérification miucroscopique de la culture sur gélose  inclinée 
montre quil s’agit toujours du méme Corynebacterium a 
Vétat pur. 

Ainsi, il y a parallélisme entre l’apparition de la catalase et 
Vévolution du type respiratoire allant de Vanaérobiose  stricte 
vers la microaérophilie ou vers l’anaérobiose facultative. Les 
souches restant anaérobies strictes restent aussi catalase-négatives. 

ConcLusion. — ‘Les anaérobies stricts stables sont catalase- 
négatifs. Quand la catalase apparait, elle est paralléle a une évo- 
lution du type respiratoire qui passe du type II aux types IL et V. 


D. Action catalasique de la réduélose. — L’un de nous a montré 
quon pouvait cultiver les anaérobies en présence de lair, par 
addition de réductose aux milieux liquides (6). Le mécanisme 
de cette action ne peut pas s’expliquer par la seule présence de 
* p. 100 de réductonate de calcium dans le complexe réductose, 
car Paddition aux milieux liquides de ce sel ne suffit pas a pro- 
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duire le méme effet. A loccasion de ces expériences, nous avons 
voulu voir si la réductose n’avait pas un effet analogue a celui 
de la catalase. 

Le produit brut tel quel décompose violemment l’eau oxygénée. 
Dilué dans Veau, il garde cette propriété. Apres. stérilisation 
a 100°, la suspension de réductose au taux oti elle est condi- 
tionnée pour l’usage pratique, décompose encore, quoique beau- 
coup plus faiblement, Peau oxygénée. 

Par conséquent, a son action réductrice constatée par Prévot 
et Moureau [7], dont leffet se mesure facilement par un petit 
abaissement du rH, il faut ajouter cet effet catalasique. Mais 
nous pensons que d’autres propriétés encore inconnues conférent 
a ce complexe son action favorisante sur la culture des anaé- 
robies. 

Deux expériences nous ont confirmé trés nettement cette 
action catalasique : 

1° Si, dans un tube a hémolyse, on émulsionne quelques centi- 
grammes de réductose dans une culture de Cl. sporogenes, 
anaérobie strict catalase-négatif (dont un témoin est tué par un 
contact de quinze minutes avec 0,1 cm* d’H,O,) et qu’on y ajoute 
0,1 cm® d’H,O,, apres quinze minutes de contact, les microbes 
réensemencés se montrent parfaitement vivants : la réductose les 
a protégés contre l’action bactéricide de H,O,. 

2° Si on ensemence de la méme facon avec Cl. sporogenes des 
eéloses profondes, dont 3 sans addition et 3 additionnées de 
réductose, la zone stérile est de 12 mm dans la premiére série 
et de 4 mm dans la deuxicme série : la réductose agit ici encore 
comme une catalase en changeant momentanément le type respi- 
ratoire d’anaérobie strict en microaérophile. 


Discussion. — L’évolution du type respiratoire que nous «avons 
observée est brutale. Chez un anaérobie jusque-la anaérobie 
strict, on peut observer parmi les nombreux tubes de cultures en 
gélose profonde : 1° Soit V’apparition d’une colonie unique bien 
isolée dans la zone aérobie. On la repique et on oblient une lignée 
microaérophile ou anaérobie facultative. Le taux de mutation 
est difficile & caleuler puisqu’on ne peut pas recourir a la tech- 
nique de |’étalement. Mais il nous a paru trés faible. 

2° Soit par Papparition d’un anneau de colonies dans la zone 
aérée, tel que l’un de nous l’a décrit en 1924 pour Streplococcus 
evolutus [5]. Ici le taux de mutation parait étre beaucoup plus 
élevé. 

Quoi qu’il en soit, le phénoméene apparait comme une muta- 
tion portant sur lappareil desmolasique : acquisition d’une 
catalase, dont le résultat immédiat est Vapparition d’une résis- 
tance 4 Vaction bactéricide de H,O, et secondairement une évo- 
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lution de Vanaérobiose stricte vers la microaérophile et |’anaéro- 
biose facultative. 


Conciusions. — I. Sur 33 souches anaérobies strictes et cata- 
lase-négatives appartenant aux espéces Corynebacterium avidum 
et Corynebacterium liquefaciens, 5 sont devenues  catalase- 
positives. ; 

II. Cette mutation par acquisition d’une desmolase a entrainé : 

1° une résistance importante, mais variable pour chaque souche, 
i Peau oxygénée ; 

2° une évolution du type respiratoire de Vanaérobiose stricte 
vers la microaérophilie ou lanaérobiose facultative. 

III. La réductose a un effet analogue a celui de la catalase. 
Il s’ajoute a son action réductrice, mais n’explique pas la tota- 
lité de son action favorisante sur la culture des anaérobies 
& Vair-libre. 
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RECHERCHES IMMUNOCHIMIQUES SUR V/BR/O FETUS 


I. — ETUDE SEROLOGIQUE PRELIMINAIRE 
DE 10 SOUCHES DORIG:NES DIVERSES 


par J. GALLUT (‘). 


(Institut Pasteur.) 


Découvert en 1909 par McFadyean et Stockman [4] chez la 
brebis puis retrouvé en 1911 par les mémes auteurs chez la 
vache, le Vibrio fcetus (Smith, 1918) est lagent de l’avortement 
vibrionien — dit parfois inexactement spirillaire — des bovidés 
et ovidés. 

L’intérét de l’étude de ce germe s’augmente du fait qu’il est 
aussi occasionnellement responsable d’infections humaines, ainsi 
que ont signalé pour la premiére fois en 1947 Vinzent, Dumas 
et Picard [2]. 

'‘L’étude bactériologique de l’avortement vibrionien a montré 
lavantage de son diagnostic sérologique, mais aussi les diffi- 
cultés de celui-ci : difficultés techniques dues aux exigences de 
culture du V. feetus d'une part, difficultés inhérentes a la consti- 
tution antigénique de ce germe d’autre part. 

En Amérique, Plastridge et Williams [3] notamment, en Angle- 
terre Levi [4], en France Vinzent et ses collaborateurs [5] se sont 
done attachés d’abord a obtenir des suspensions bactériennes 
stables et a préciser les limites du taux d’agglutination des sujets 
infectés. Les mémes auteurs ont signalé ensuite les différences 
antigéniques rencontrées chez les diverses souches de V. fetus 
qui, manifestement, ne constituent pas un groupe homogéne. 
Blakemore et Gledhill [6] avaient indiqué ce fait en 1946 en pro- 
cédant a une analyse antigénique de 4 souches : ayant préparé 
des sérums de lapin anti-H (vibrions suspendus en eau phys:o- 
logique addilionnée de merthiolate) et anti-O (vibrions traités par 
Valeool absolu et chauffés a 56° pendant trente minutes), ces 
auteurs ont conclu a une parenté antigénique flagellaire des 
4 souches étudiées et a une hétérogénéité somatique de 2 d’entre 
elles. Levi [4], en étudiant spécialement 5 souches ovines, a conclu 


(*) Sociélé Frangaise de Microbiologie, séance du 5 juin 1952. 
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a Thétérogénéité de leurs suspensions formolées contenant a la 
fois les facteurs O et H. 

Les difficultés relatives d’isolement de V. fetus ont fait que 
les précédentes études sérologiques ont porte sur de petits 
nombres de souches ; d’autre part, a notre connaissance, aucune 
étude immunochimique de V. foetus n’a été publiée jusqu’ 1C1. 
C’est pourquoi, ayant & notre disposition 10 souches d’origines 
diverses, nous avons pensé ¢tre en mesure d’entreprendre utile- 
ment une telle étude, et nous l’abordons en comparant les carac- 
iéres sérologiques de nos différents vibrions. 


MATERIEL ET TECHNIQUES. 


Souches (1) : Quatre sont d’origine humaine : souches Mar. 
et Vill. (D™ Vinzent) isolées par hémoculture chez des gestantes ; 
souches Am. et Leg. (Institut Pasteur) isolées par hémoculture 
chez des sujets dont Vaffection exacte n’a pu étre précisée. 

‘Les 6 souches d’origine animale proviennent, soit de collec- 
tions américaines et anglaise de types microbiens (souches 1896, 
5850, 10624 et VB), soit directement d’isolements pratiqués sur 
une femelle gravide (souche cobaye, Institut Pasteur) et sur un 
avorton (souche mouton 1, D* Vinzent). 

2° Milieu de culture : Bien que le milieu le plus simple et aussi 
le plus favorable au développement rapide et abondant du 
V. foetus soit le bouillon ordinaire gélosé a 1 p. 1000, sur lequel 
toutes nos souches poussent réguliérement, nous n’avons pas 
voulu lutiliser afin d’éliminer toute action antigénique éventuelle 
de la gélose. De méme nous avons renoncé a ]’emploi du bouillon- 
sérum. 

Nous avons donc cherché un milieu liquide dans lequel la 
croissance fit suffisante, et nous nous sommes arrété au bouillon 
ordinaire additionné d’extrait globulaire [7] a la dose de 12 p. 100 
et ajusté a pH 7,2. Ce milieu est réparli & raison de 50 cm® dans 
des boites de Roux maintenues horizontalement, c’est-a-dire en 
une couche mince de quelques millimétres d’ épaisseur. Une agi- 
tation du mileu deux fois par jour favorise la culture qui est 
suffisamment abondante en quarante-huit 4 soixante heures, pour 
la plupart des souches étudiées. Les germes ainsi récoltés sur ce 
milieu non gélosé sont parfaitement stables en milieu isotonique. 
Seule la souche 10624 qui se comporte en anaérobie stricte a dt 


(1) Nous sommes redevable des souches Mar., Vill., 1896, 5850, VB 
et mouton 1 a notre collegue le D* Vinzent, chef du laboratoire des 
Hospices Civils du Havre, & qui nous adressons nos plus vifs remer- 
ciements pour leur envoi et pour les renseignements trés utiles qu’il 
a bien voulu nous communiquer. 
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étre cultivée sur le méme bouillon a Vextrait globulaire, mais 
régénéré et réparti en tubes sur une grande épaisseur. 

3° Immunsérums : Aprés centrifugation et lavage a ]’eau physio- 
logique, les vibrions, mis en suspensison isotonique d’une teneur 
de 500 000 germes environ par centimétre cube, ont été inoculés 
vivants, par voie intraveineuse, a des lapins males qui n’ont 
présenté durant immunisation aucun trouble ni amaigrissement. 
Chaque animal, recevant en cinq injections, A doses croissantes ot 
a quatre jours d’intervalle, une dose totale de 3 000 000 000 de 
vibrions, a été saigné dix jours aprés la derniére injection. On 
a inoculé le plus souvent 2 lapins par souche, parfois méme 38, 
avec des réponses sérologiques pratiquement identiques pour une 
méme souche. 

4° Recherche des agglutinines : Nous avons employé la tech- 
nique macroscopique en tubes; les suspensions microbiennes 
étaient constituées de vibrions vivants jeunes récollés en bouillon- 
extra:t globulaire aprés vingt-quatre heures de culture au maxi- 
mum ; les dilutions de sérum variaient de 1/2 a 1/10 000. Excep- 
tionnellement, les taux d’agglutination de la souche cobaye, qui 
fournit des suspensions instables en milieux isotoniques, ont da 
étre déterminés en solution saline 4 4 p. 1000. Les résultats ont 
été lus aprés un séjour de dix-huit heures au bain-marie a 37° : 
ils sont indiqués dans le tableau suivant : 


Titre des agglutinines du Vibrio fetus. 
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DiscussION DES RESULTATS. 


Les épreuves agglutination directe montrent que les sérums 
préparés avee chacune des dix souches agglutinent la souche 
homologue 4 des taux assez élevés variant de 1 p. 2 000 
i 1 p. 10000. Toutes les souches de V. foetus ont done fait preuve 
dun pouvoir antigénique suffisant. 

Les épreuves d’agglutination croisée mettent en évidence, par 
contre, le comportement antigénique différent de chacune des dix 
souches : certaines sont agglutinées par des sérums hétérologues 
a des taux voisins ou méme égaux aux taux homologues, d’autres 
ne sont pas agglutinées ou ne le sont qu’a des taux inférieurs 
i 1 p. 100 paraissant peu significatifs. Enfin nous retrouvons ici 
et en assez grand nombre des discordances analogues a celles qui 
ont déja été signalées par Vinzent [5] pour V. fatus et par Babu- 
dieri et Archetti [8] pour les Leptospira aquicoles : il s’agit, par 
exemple, de la souche 10624 qui est agglutinée a*1 p. 500 par 
Pantisérum de V. mouton 71, alors que Vantisérum de V. 10624 
lui-rméme n’agglutine pas le vibrion mouton 1, méme a 1 p. 2. 
Un exemple plus étendu encore en est fourni par la souche Vill. 
qui est ageglutinée a des titres élevés par les antisérums de six 
autres souches, bien que son propre antisérum n’agglutine qu'une 
seule souche hétérologue parmi celles-ci. 

Si nous ignorons le mécanisme de ces discordances, il est 
certain toutefois que tout se passe comme si |’équipement anti- 
génique de V. foetus comprenait a la fois des facteurs antigéniques 
complets et incomplets, c’est-a-dire des antigénes vrais et des 
haptenes. 

Dans cette hypothése, les résultats fournis par les épreuves 
agglutination impliquent la présence d’au moins six facteurs 
différents, que nous désignerons arbitraitement par les lettres A, 
B, C, D, E et F lorsqu’ils se comportent en antigénes, et par les 
lettres a, b, c, d, e et f lorsquils se comportent en haptenes. 

Suivant cette nomenclature nous altribuerons done les formules 
antigéniques suivantes aux dix vibrions étudiés : 


10624 = AbcDe. Lega = NG. 
5850 = aB. 1896. = Bd. 
Vall. —abCr Mouton1=B. 

VB = Abf. Mar.=ckE. 
Am =A. Cobaye. =F. 


Au cours de cette étude, et a dessein, aucune discrimination n’a 
élé faite entre facteurs O et H, puisque les antisérums ont été 
préparés par injection au lapin des vibrions vivants ; cependant, 
on na pu mettre en évidence aucune communauté antigénique 
absolue entre toutes les dix souches. I] est donc vraisemblable 
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que le role joué par un antigéne flagellaire commun, s’il existe, 
est minime. Tout au plus pourrait- -on lui attribuer la responsa- 
bihté des agglutinations dont le taux est inférieur a 1 p. 100; 
mais, outre que celles-ci ne sont pas absolument communes aux 


dix souches, Pexpérience que nous avons par ailleurs de Vagglu- | 


lination a ces bas titres d’autres vibrions tels que V. cholerce et § 
des vibrions banaux tels que ceux des eaux, par des sérums de | 
lapins normaux, nous défend a priori, ainsi que nous l’avons dit, 
plus haut, d’y attacher une importance significative. j 

En admettant méme qu’aucun des facteurs antigéniques pos-} 


7 


Styne 


Tot oar nr 
STOO saya 


sibles du groupe V. foetus ne nous ait échappé, hypothése que lew 


peut nombre de souches que nous avons explorées rend trés 
invraisemblable, il apparait donc qu’aucun de nos 10 vibrions 
nest utilisable seul pour le séro-diagnostic. Cependant !a 
souche 10624 (AbcDe) a la formule antigénique la plus étendue, 
puisqu’elle posséde 5 facteurs sur 6 trouvés au total, sans que 
le caractére hapténe de 3 d’entre eux constitue une infériorité 
dans cette épreuve. Cette souche serait donc susceptible de donner 
une réponse assez générale en principe ; encore faudrait-il que 
les facteurs propres au vibrion responsable de l’infection en cause 
se solent toujours montrés capables de produire les anticorps 
correspondants. L’étude que nous venons de faire nous rend assez 
sceplique a cet égard, puisque nous avons vu en effet dans notre 
groupe de vibrions que : 


Le facteur A n'est antigéne complet que. ..... 4 fois sur 6. 
Le facteur b — — meant: 3 fois sur 6. 
Le facteur C _ — A eed LOIs*sur’3 
Le facteur D — _ BW esis . 4 fois sur 3. 
Le facteur E — _ Salt soe et efois) sur 2: 
Le facteur F — — So oo 6 eo BbsOrl te 8% 


C’est pourquoi un résultat négatif peut étre imputé aussi bien 
a une hétérogénéité antigénique totale du germe pathogéne et de 
la souche étalon, qu’a un défaut de production d’anticorps homo- 
logues dans le sérum suspect. 

Du point de vue pratique, en maticre de séro-diagnostic d’avor- 
tement vibrionien, il sera donc, d’une part, netlement indiqué de 
répéter les épreuves d’ agglutination sur un nombre maximum de 
souches; mais, d’autre part, le comportement particulier des 
facteurs antigéniques du vibrion feetus, tel quil nous apparait 
dans cette étude, ne permettra pas de tirer de conclusion valable 
méme d’un assez grand nombre de résultats négatifs. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


Les résultats de cette étude sérologique, ott nous avons pu 
mettre en évidence 6 facteurs antigéniques différents sur un 
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groupe de 10 vibrions seulement, démontrent a nouveau Vhéteéro- 
eénéilé antigénique des V. fetus vivants chez lesquels nulle com- 
munauté antigénique méme flagellaire n’a pu étre décelée de 
facon certaine. 

Le complexité de la structure de ces germes est accrue du fait 
que certains de leurs facteurs se comportent suivant les souches 
soit en antigénes vrais, soit en hapténes. 

Sur 10 souches étudiées, nous avons trouvé 10 types antigé- 
niques différents sans rapport avec leur origine humaine ou 
animale. 

Il est done évident que, dans la pratique courante du_ séro- 
diagnostic de l’avortement vibrionien, le choix des souches mises 
en ceuvre influera sur les résultats de la réaction, mais les possi- 
bilités antigéniques du germe pathogéne seront également en 
cause. Un résultat négatif, pouvant toujours étre imputé a une 
hétérogénéité antigénique aussi bren qu’a un défaut de production 
d’anticorps homologue, sera toujours sans signification. 

On pouvait se demander si |’étude immunochimique. de V. foetus 
ne permettrait pas de trouver une fraction antigénique commune 
a toute lespéce : nos recherches se sont done poursuivies dans ce 
sens. 
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Il. — FRACTIONNEMENT CHIMIQUE DES CORPS MICROBIENS 
ET ETUDE SEROLOGIQUE DE DEUX FRACTIONS ANTIGENIQUES 


par J. GALLUT (*). 


(Institut Pasteur.) 


Dans la premié¢re partie de ce travail [4] nous avons confirmé 
par une étude sérologique de dix souches de V. f@tus la com- 
plexité de structure de ces germes, chez lesquels nous n’avons pu 
mettre en évidence aucune communauté antigénique certaine, lors- 
qu ils sont injectés au lapin a l’état vivant. 

On pouvait toutefois se demander si le fractionnement des 
corps microbiens ne permettrait pas de révéler d’autres facteurs 
antigéniques susceptibles de présenter une communauté anti- 
génique faisant défaut jusqu’ici a ’espéece V. fetus. 

Nous avons donc, dans un second temps de nos recherches, 
appliqué a ces vibrions quelques-unes des diverses méthodes de 
fractionnement utilisées couramment en immunochimie, et pro- 
cédé A étude sérologique des fractions ainsi obtenues. 


TECHNIQUES. 


Aprés avo successivement utilisé avec des rendements 
variables la méthode a Vacide trichloracétique (Boivin) et la 
méthode a la trypsine (Raistrick et Topley), nous nous sommes 
arrété a la méthode au phénol (Palmer et Gerlough) qui nous 
a donné les résultats les meilleurs et les plus constants. 

Pour éviter toute action antigénique éventuelle de la gélose, le 
V. fcetus est cultivé sur bouillon a l’extrait globulaire [4] a pH 7,2 
réparti en boites de Roux sous faible épaisseur et agité deux fois 
par vingt-quatre heures. Aprés quarante-huit a soixante heures 
a 37° la culture est suffisante et présente uniquement des formes 
vibrioniennes et spirilloides, a l’exclusion de formes granulaires. 
Les vibrions récoltés par centrifugation sont lavés a l’eau physio- 
logique puis a l’acétone et desséchés sous vide. 

Des quantités de l’ordre de 2 g (poids sec) de chaque souche 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 juin 1952. 
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sont mises en suspension dans 80 em* de phénol a 95 p. 100 
pendant vingt-quatre heures a 37°, avec agitations mécaniques 
répélées A trois reprises pendant une heure chacune. Le phénol 
est décanté apres centrifugation et le culot microbien soumis 4 une 
deuxiéme extraction identique. Les deux fractions insoluble et 
soluble dans le phénol sont alors séparées par centrifugation ef 
soumises 4 des traitements particuliers. 

a) Fraction insoluble dans le phénol. — Le culot microb:en est 
débarrassé de toute trace de phénol par quatre lavages successifs 
4 Valeool éthylique absolu. Aprés un dernier lavage a lacétone, 
il est desséché sous vide, puis broyé au mortier, mis en suspen- 
sion dans 40 em® d’eau bidistillée et laissé quarante-huit heures a 
la glaciére avec agitation mécanique durant une heure deux fois 
par jour. Apres centrifugation et décantalion du surnageant, le 
culot subit une deuxiéme extraction identique. Les surnageants 
réunis, additionnés de 3 p. 100 d’acétate de sodium et refroidis 
i 0°, sont versés goutte a goulte dans 2 volumes d’alcool absolu 
refroidi & — 10°. Un fin précipité se forme rapidement qui est 
recucilli par centrifugation, lavé a Valcool absolu et desséché sous 
vide. La purification de cette fraction est poursuivie a deux 
reprises par dissolution dans Veau_ bidistillée et précipitation 
identique par laicool. 

Cette fraction, qui représente environ 4 p. 100 du poids sec 
des corps bactériens mis en ceuvre, se dissout aisément et tota- 
lement dans l’eau bidistillée ou physiologique en donnant des 
solutions incolores, limpides ou légérement opalescentes pour 
des teneurs dépassant 1 mg par centimétre cube. Les solutions des 
fractions insolubles dans le phénol des dix souches de V. foetus 
utilisées fournissent des réactions de Molisch plus ou moins for- 
tement positives ; par contre elles ne donnent aucune réaction des 
protéides, 

Par analogie avec les extractions analogues pratiquées sur 
d'autres vibrions et notamment V. cholera [2, 3, 4], nous présu- 
mons donc, avant toute analyse, que cette fraction contient un 
polyoside vraisemblablement lié a d’autres éléments plus ou moins 
azotés, mais sans protéide libre. Nous la dénommerons « frac- 
tion I » dans la suite de cet exposé. 

b) Fraction soluble dans le phénol. — Les surnageants phéno- 
liques réunis sont additionnés de 2 volumes d’alcool absolu. Le 
précipité abondant qui se forme alors est libéré de toute trace de 
phénol par quatre lavages successifs 4 Valcool absolu. Aprés un 
lavage a l’acétone il est desséché dans le vide, puis broyé au 
mortier. Celte fraction mise en suspension dans de Veau_bidis- 
lillée ou physiologique alcalinisée par la soude décinormale, s’y 
dissout rapidement et presque totalement & un pH voisin de Re 
Sa purification est poursuivie par deux précipilations successives 
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a pH 5 par addition d’acide acétique a1 p. 100, remise en solution 
du précipité a pH 8, puis centrifugation pour éliminer wn insoluble 
éventuel. 

Cette fraction, qui représente environ 30 p. 100 du poids sec 
des vibrions, donne des solutions limpides plus ou moins colorées 
en brun suivant leur titre. Les solutions des fractions phénol- 
solubles des dix souches de V. foetus utilisées fournissent les 
principales réaclions des protéides (biuret, xanthoprotéique, 
Millon), par contre la réaction de Molisch est toujours négative. 

Nous estimons done que cette fraction est de nature protéidique 
et analogue a celles déja trouvées dans d’autres vibrions, notam- 
ment par Linton [2]. Nous la dénommerons soit « fraction II », 
soit « protéide » dans le cours de l’exposé. 


ETUDE SEROLOGIQUE DE LA FRACTION I, 


Nous avons vérifié dés extraction de la fraction I de la premiére 
de nos souches, que sa solution isotonique précipitait en présence 
du sérum antivibrion homologue. Ce fait s’est répété sans excep- 
tion avec les fractions I de chacune des neuf autres souches, 
mettant ainsi en évidence le caractére spécifique et au moins par- 
tiellement antigén:que de cette fraction. Le taux de précipitation 
varie de 1 p. 100 a 1 p. 1 000 suivant la souche. Les précipitations 
croisées des fractions I avec les sérums antivibrions hétérologues 
sont inconstantes et irréguliéres. 

Chacune des dix fractions I a été injectée au lapin a doses crois- 
santes : chaque animal a recu en cinq injections intraveineuses 
espacées de quatre jours une dose totale d’environ 5 mg en 
solution isotonique, et a été saigné dix jours aprés la dernicre 
injection sans avoir présenté aucun trouble ni amaigrissement. 

Caracltéres des sérums antifraction I. — Chacun des 10 sérums 
précipite la fraction I homologue a des taux significatifs démon- 
trant ainsi la propriété d’antigéne complet de cette fraction du 
V. fetus. En outre, ces sérums possédent des propriétés agglu- 
tinantes pour le vibrion homologue : le taux de ces agglutinations 
qui est le plus souvent sensiblement le méme que celui du sérum 
antivibrion homologue, lui est parfois supérieur. 

Nous avons utilisé les propriétés agglutinantes des sé¢rums 
anti-[ de préférence a leurs propriétés précipitantes pour mettre 
en évidence avec une sensibilité accrue les caractéres  antigé- 
niques hétérologues des diverses fractions I. La recherche du 
taux des agglutinines fournit des chiffres qui concordent trés 
sensiblement avec ceux donnés par les sérums antivibrion total, et 
qui ont été indiqués dans la premiére partie de ce travail |4). 
Nous avons fait figurer dans le tableau 1 quelques-uns des 
résullats comparés fournis par les deux sortes de sérum : anti- 
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vibrion d’une part, et antifraction I d’autre part, de quelques 
souches. On peut y voir que les discordances sont rares et 
minimes. 


Tasteau I. — Titres comparés des agglutinines 
des sérums antivibrion et antifraction 1 des V/V. fetus. 
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(1) Pour chaque souche, v, sérum antivibrion; I, sérum antifraction I. 


En fait, on retrouve ici une identité des réactions données soit 
par les sérums antivibrions, soit par les sérums anti-I, qui fait 
apparaitre sans conteste que la fraction I extraite du V. fetus 
doit étre considérée comme l’antigéne somatique de ce germe, en 
méme temps que les propriétés agglutinogénes de cette fraction 
indiquent qu'elle constitue plus spécialement l’enveloppe de cette 
bactérie. 

Il convient d’insister en outre sur hétérogénéité de cet antigéne 
présumé polyosidique complexe ; a cet égard, le V. foetus ne se 
comporte donc pas comme le V. cholere dont lVantigéne polyo- 
sidique est spécifique de Vespéce. 


Erupr SEROLOGIOUE pE LA FRACTION IT. 


Les fractions II extraites de chacune des 10 souches, mises en 
solutions isotoniques 4 pH 7 contenant 1 mg par centimétre cube 
ne précipitent pas ou seulement trés faiblement avec les 10 sérums 
antivibrions non dilués : il apparait done que la fraction I{ ne 
participe pas au pouvoir antigénique du vibrion total. 
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Ces fractions ont été injectées au lapin par voie intraveineuse 
au méme rythme et aux mémes doses que nous avions adoptées 
pour les fractions I, soit environ 5 mg de produit réparti en 
cing injections, et ont été aussi bien supportées par les animaux. 

Caractéres des sérums antifraction I]. — L’antisérum II de 
chaque souche précipite a des dilutions significatives (1/200 en 
moyenne) non seulement la solution de fraction II homologue, 
mais encore les solutions des fractions II provenant des 9 autres 
souches. D’autre part, aprés avoir épuisé par une des fractions II 
son antisérum homologue dans la zone d’excés d’antigéne, nous 
avons pu constater que le sérum ainsi épuisé ne précipite plus 
les autres fractions II. Nous pouvons done en conclure, d'une 
part que la fraction II est antigénique, et d’autre part qu’elle 
parait commune a l’espéce V. fatus. Toutefois, le simple test 
de précipitation qualitative ne nous semblant pas suffisant pour 


Tapteau Il. — Temps de floculation de quelques fractions II 
de /V. fetus avec méme antisérum. 
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aC iluti la fraction II en solution dans 0,5 cm$ d'eau physiologique, a 
aor aeqes oe soit 0,5 cm* du sérum 985 antifrac- 


6t6 mise en contact avec une quantilé fixe de sérum, 


tion II de V. mouton I dilué a 1/5. 


: ; ae ne Seva. 
2) Souche dont a été extraite chaque fraction II essayé Pets: ah 
3 fe ne est exprimé en minutes a 37°. Les temps de floculation iniliale sont soulignés. 
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affirmer Videntité des protéides du V. feelus, nous avons on 
recours a des méthodes plus précises de dosage. 

Nous avons utilisé les deux méthodes suivantes 

1° Dosage par floculation selon la méthode de Dean et Webb 
et la technique de Boyd {5}. 

2° Dosage chimique des anticorps selon la méthode de Heidel- 
berger et Mac Pherson [6]. 

La premiére technique ¢tant beaucoup plus rapide et moins 
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"1G. 4. — Courbes de floculation du sérum n° 983 anti-fraction II 
du V. mouton 1. 


En trait plein, les fractions Il des vibrions fetus; en trait pointillé, la frac- 
tion Il de V. cobaye. 


délicate a été employée sur la totalité des fractions IL et de leurs 
antisérums : les résultats obtenus avec un de ceux-ci sont indiqués 
dans le tableau II et traduits graphiquement dans la figure 1. 
La seconde technique n’a été utilisée que pour confirmation 
sur un nombre de sérums plus restreint : le tableau III et la 
figure 2 en donnent quelques résultats. 
Comme on peut le voir, les résultats obtenus par les deux 


méthodes concordent et font ressortir Videntité de toutes les 
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Tasteau Ill. — Dosage chimique des anticorps 
d'un sérum anti-fraction II de V/V. fetus. 
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(1) Sérum n° 976 antifraction II du vibrion Am. - : 
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Fic. 2. — Courbe de dosage des anticorps du sérum n° 976 anti-fraction Il 
du V. Am. 
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fractions II, sauf une. Nous devons, en effet, signaler l’excep- 
tion, parfaitement mise en évidence par la technique de Boyd 
(tableau II et figure 1), que présente la fraction protéidique 
de V. cobaye. Les temps de floculation de cette fraction avec les 
différents sérums hétérologues sont, en effet, toujours supérieurs 
4 ceux des fractions II des autres souches; par contre, elle 
flocule elle-méme avec son propre anlisérum plus rapidement 
que ne le font avec ce méme sérum les autres fractions phénol- 
solubles. Il nous parait donc, de ce fait, justifié d’écarter de 
Vespece V. foetus le vibrion cobaye, dont par ailleurs l’origine 
particuliére et la morphologie exclusivement spirilloide sont 
atypiques. 


CONCLUSION. 


Il résulte done de la deuxiéme partie de celte étude immuno- 
chimique que nos souches de V. faelus, qui se sont montrées 
jusqu’ici si hétérogénes possédent bien, en réalité, une fraction 
identique : la fraction II phénolsoluble. Cette fraction, qui pos- 
séde les caractéres des protéides est antigénique, mais est vrai- 
semblablement masquée dans le vibrion vivant; elle ne peut ¢étre 
mise en évidence que par une extraction phénolique nécessitant 
une assez grande masse de germes et des opérations quelque peu 
longues et délicates. C’est dire qu’on ne pourra guére compter 
sur la démonstration de cette fraction commune pour le dia- 
gnostic courant du vibrion fetus. 

Cependant, puisque comme nous l’avons montré ce protéide 
peut élre caractérisé sérologiquement avec une précision suffi- 
sante, nous estimons quil sera toujours possible de recourir 
a la méthode que nous venons de décrire pour déterminer, par 
exemple, un vibrion que sa morphologie et ses caractéres cultu- 
raux font présumer appartenir a l’espéce V. feetus, mais qui n’est 
agglutiné par aucun des sérums anti-V. faelus dont on peut dis- 
poser. Inversement, comme nous l’avons dit plus haut, la 
recherche de la fraction protéidique d’un vibrion présumé fetus 
pourra le faire écarter de cette espéce, méme sil posséde une 
certaine coagglutinabilité somatique non spécifique. 

En résumé, deux fractions antigéniques distinctes ont été 
extraites du Vibrio fetus. La premiére fraction est de nature 
vraisemblablement polyosidique ; elle reproduit la structure anti- 
génique spécifique de la souche dont elle est extraite, et corres- 
pond a l’antigeéne somatique « O » dont elle possede Vhétéro- 
généité particuliére. 

La seconde fraction, de nature protéidique, est trés vraisem- 
blablement commune a Vespéce V. fetus. L’identité des protéides 
de 9 souches sur 10 a pu étre conslatée. La caractérisation de 
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cette fraction parait susceptible de fournir un test de diagnostic 
du V. feetus. 
L’étude chimique des deux fractions est poursuivie. 
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LES TYPES REACTIONNELS DES SOUCHES 
VIS-A-VIS DES PHAGES ET LEURS VARIANTES 


par R. WAIIL (*). 


(Institut Pasteur.) 


Dans un travail antérieur, R. Wahl et L. Blum-Emerique |4) 
ont déerit les bactéries « semi-résistantes ». Ils ont montré 
qu’elles pouvaient se trouver dans deux élats différents : un état 
récepti! et un état réfractaire, et que action du phage permettatt 
de meltre en évidence dans les lignées réfractaires apparition de 
bactéries réceptives. Hs ont discuté aspect génétique de ce dern-er 
phénoméne qui serait peut-Ctre une mutation dun caractére parti- 
culier et ils ont observé enfin que des mutants typiques, soit 
eux-mémes semi-résistants, soit résistants, peuvent apparailre, en 
outre, dans les souches semi-résistantes. 

R. Wahl et A. Terrade [2] avaient constaté antéricurement que 
des bactéries, qui n’étaient cependant pas résistantes, pouvaient 
survivre & la lyse massive de populations sensibles, et que le 
phage paraissait exercer sur clles une action complexe, bactério- 
statique et bactériolyique. Nous avons pu confirmer par la suite 
qu il s’agissait ld encore de bactéries semt-résistantes, mais cette 
fols apparaissant par mutation dans une souche sensible. 

Le comportement vis-a-vis des phages des populations issues 
de souches semi-résistantes ou sensibles ne dépend done pas 
seulement des réacuions originelles des bactéries de la souche, 
mais encore des réaciions modifiées de bactéries qui apparaissent 
pendant la croissance de ces populations en présence de phages. 

On comprend par cela méme que si, apres avoir introduit des 
phages dans de telles populations, on suit leurs réactions au 
cours du temps, on constate qu’elles varient. En effet, dans un 
premier stade se produit la lyse des bactéries qui sont réceptives 
dans [état originel de la population; puis, dans une série de 
stades ultéricurs, on vo.t souvent s’associcr & des multiplications 
de bactéries réfractaires des lyses et des bactériostases portant 
sur des mutants semi-résistants réceptifs. Nous dirons que le pre- 


(*) Société francaise de Microbiologie, séance du 3 juillet 1952. 


TYPES REACTIONNELS DES SOUCHES VIS-A-VIS DES PHAGES 465 


mier stade correspond a la réaction primaire de la population vis- 
i-vis du phage et les slades suivants & sa réaction secondaire. 

On peut dire que les caractéres des bactéries originelles de la 
souche conditionnent trois types réactionnels : résistant, semi- 
rés:stant et sensible, et que les différences portant sur le pour- 
centage des bactéries semi-résistantes réceptives et les taux des 
mutations vers les formes réceptives sont A l’origine de variations 
a l’intérieur des deux derniers types. 

Nous essayons dans le présent travail d’étudier les caractéres 
des trois types réactionnels et de leurs variantes, tant au point 
de vue de la réaction primaire que des réactions secondaires. 

Mais il doit étre précisé que le type réactionnel d’une souche 
ne peut étre défini que vis-a-vis d’un phage déterminé et qu'une 
méme souche peut se comporter suivant le phage auquel on 
oppose, comme résistante, semi-résistante ou sensible. 

Il en est de méme des variations observées a l’intérieur des 
types et dues a des réceptivités apparues par mutation ; en par- 
‘ticuher, si Von fait agir divers phages sur des populations 
identiques provenant d’une méme souche, on détecte, apres 
Vaction de chacun d’eux, des mutants caractérisés par un chan- 
gement de comportement vis-a-vis du phage considéré. 


I. — DETERMINATION DU TYPE REACTIONNEL 
D’UNE SOUCHE VIS-A-VIS D’UN PHAGE 


Cette délermination comporte deux étapes. I] faut rechercher 
dabord s: la souche est résistante ou non. Si elle ne lest pas, 
on détermine ensuite si elle est semi-résistante ou sensible. 


METHODE POUR DETERMINER SI LA SOUCHE EST RESISTANTE. 


Ele comporte deux épreuves, Pune sur milicu gélosé, Vautre 
en milieu liquide. 


a) L’épreuve sur milieu gélosé consiste & ¢élaler sur une plaque 
de gélose nutritive une suspension dense de bactéries de la souche et 
i déposer en des points distincts I goutte de lysat non dilué et I goutte 
de chacune des dilutions suivantes du méme lysat : 10-7, 10—+ et 
10—*. La plaque est examinée 4 intervalles rapprochés, car la lyse n’est 
parfois visible que pendant un court espace de temps, aprés lequel elle 
est masquée par une culture secondaire. Sur les souches résistantes 
le phage ne produit dans ces conditions ni zone de lyse, ni plages. I 
en donne sur les souches semi-résistantes aussi bien que sur les souches 
sensibles. 

b) L’épreuve en milieu liquide. — On prépare une série de tubes 
contenant tous, sous un volume total de 10 cm®, environ 10° bactéries 
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de la souche A examiner, provenant d’une culture de dix-huit heures 
sur gélose et chacune une quantité différente de phages s’échelonnant 
entre 104 et 10%, suivant une progression géométrique de raison 10. 
Si la souche est résistante on n’observe aucune multiplication du 
phage. Il est nécessaire de faire cette épreuve complétement, parce que, 
comme nous le verrons, sur les souches semi-résistantes le phage ne 
se multiplie pas dans tous les tubes. 


Rappelons qu’une souche peut étre le si¢ge, en présence d'un 
phage auquel elle est résistante, de phénomenes lyliques ou bac- 
tériostaliques dont ce phage nest pas la cause réelle. Ces phéno- 
ménes peuvent avoir deux origines différentes 

1° La présence d’un facteur bactériostatique dans les lysats 
ulilisés (Wahl et J. Josse-Goichot [8}). 

2° Une mutation du phage, caractérisé par lacquisition de 
activité sur la souche résistante en question. 

Ces phénoménes pourraient, & un examen superficiel, faire 
méconnaitre la résistance de Ja souche. Ils seront identifiés par 
les caractéres suivants 

a) Ils ne sont produits que par des lysats de litre élevé et non 
dilués. 

b) Le lysat conienant un facteur bactériostatique peut imbhiber 
sur gélose la multiplication d’une souche résistante, mais jamais 
avec production de plages; il peut aussi Vinhiber en milieu 
liquide, mais jamais avec multiplication des phages. 

c) Un lysat contenant un mutant du phage ayant acquis Vactivité 
sur la souche résistante produit, au contraire, des plages sur 
gélose avec cette souche, mais en trés petit nombre (10% A 10° fois 
moins que sur une souche sensible). 


MibrHopdE POUR DISTINGUER UNE SOUCHE SEMI-RIESISTANTE 
D UNE SOUCHE SENSIBLE. 


Elle comporte trois épreuves, celles de la numération des plages 
de la lyse en miheu liquide et de la multiplication des phages. 

1° Epreuve de la numération des plages. — Pour cette épeuve il est 
nécessaire de disposer d’une souche connue, sensible au phage corres- 
pondant, souche qui servira d’étalon, et d’un lysat obtenu par laction 
du phage sur cette souche. Cette préparation doit avoir un titre élevé 
(10° phages par centimétre cube au moins). On fait deux suspensions 
bactériennes de méme concentration, l’une avec ia souche étudiée, 
l'autre avec la souche étalon. On étale sur une plaque de gélose 
TV gouttes de la souche étalon avec I goutte de la préparation de 
phages, diluée de fagon a obtenir le plus grand nombre possible de 
plages distinctes (ce nombre dépend des dimensions des plages). Sur 
une autre plaque, de gélose identique A la premiére, on étale IV gouttes 
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de la souche a examiner, avec les mémes quantités de la méme pré- 
paration de phages. 

Sur les souches semi-résistantes, les plages sont moins nombreuses 
et souvent plus petites que sur la souche sensible étalon. Sur les 
souches sensibles les plages sont en méme nombre que sur cette 
derniere. 

2° Epreuve de la lyse en milieu liquide. — Sur une souche sensible, 
un excés de phage produit une lyse massive, due A ce que presque 
toutes ses bactéries sont immédiatement lysables. Sur une souche semi- 
résistante, la lyse est discréte et passe méme parfois inapercue. 

3° Epreuve de la multiplication des phages. — Le phage se multiplie 
sur une souche sensible, quelles que soient les proportions de phages 
et de bactéries, et seulement avec certaines proportions sur une souche 
semi-résistante. Nous renvoyons pour plus de détails aux mémoires 
déjx cités [4]. 


II. — METHODE -POUR. ETUDIER ET CLASSER 
LES VARIANTES DES TYPES REACTIONNELS 


Rappelons que les variations a l’intérieur des types réaction- 
nels peuvent concerner aussi bien les réactions primaires que les 
réactions secondaires. Les épreuves suivantes en permettent 
étude : 


1° Lyse sur MILIEU GELosE. — Elle est faite, d’une part, avec une 
préparation concentrée de phage ; de l’autre, avec une dilution conve- 
nable de cette méme préparation. 

a) La lyse par une préparation concentrée de phages présente suivant 
les souches des différences d’intensité, qui sont fonction A la fois de 
la réaction primaire et des réactions secondaires de la souche. En effet, 
deux facteurs jouent dans le méme sens sur l’intensité de la lyse: la 
proportion initiale des bactéries réceptives (sensibles et semi-résistantes 
réceptives) de la souche et la proportion de bactéries réceptives appa- 
tues dans la descendance des bactéries semi-résistantes réfractaires. 

b) La lyse avec le phage dilué est faite parallélement sur la souche 
2 examiner et sur la souche sensible étalon. On étale avec chacune de 
celles-ci le méme volume de Ja dilution de phages donnant le plus 
grand nombre possible de plages distinctes sur la souche étalon. Le 
nombre de plages est ici surtout fonction de la réaction primaire. 


2° COURBE DE CROISSANCE EN MILIEU LIQUIDE EN PRESENCE DE PHAGES. — 
Cette courbe n’indique la lyse que si celle-ci est assez intense: les 
réactions secondaires sont la cause de diverses anomalies de la courbe 
que nous décrirons plus loin. 


3° LA MARCHE DE LA MULTIPLICATION DES PHAGES EN MILIEU LIQUIDE el 
son taux varient A la fois suivant les réactions primaire et secondaire, 
comme nous l’avons décrit dans un travail précédent [2]. 

Nous allons indiquer maintenant ce que donnent ces épreuves avec 
diverses variétés de souches appartenant respectivement aux trois types 


réactionnels. 
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ili. —. ETUDE. DETAILLEE) DES) TROIS ALY PES 
REACTIONNELS 
ET DE LEURS VARIANTES 


° Les souches du type résistant se comportent comme si toutes 
is bacléries des populations qui en sont issues avec leur descen- 
dance complete élaient totalement indifférentes au phage. Il est 
cependant impossible d’affirmer que des mutants sensibles n’appa- 
raissent pas dans ces populations, puisque, si c’était le cas, ils 
seraient aussilot lysés. 


2° Les souches du type semi-résistant présentent de grandes 
différences entre elles aussi bien dans la réaction primaire que 
dans la réaction secondaire, qui, variant toutes les deux de facon 
indépendante, peuvent donner un grand nombre de combinaisons. 
Celles-ci s’échelonnent entre deux types extrémes, l'un peu 
récepuif, Vautre trés réceptif. 


1° Les soucHEs PEU RECEPTIVES se rapprochent des souches 
résistantes. Dans les cas extrémes, non seulement les bactéries 
réceptives sont tres peu nombreuses, mais les apparitions d’états 
réceptifs dans les lignées réfractaires sont rares 

Ces souches trés peu réceptives ont les caractéres suivants : 

a) La lyse sur gélose par le phage concentré porte sur un petit 
nombre de bactéries, et peut étre impossible a mettre en évidence, 
ou bien on Vobserve pendant un lemps court, puis une culture 
dense vient la masquer. 

Les plages produiles par le phage dilué sont beaucoup moins 
nombreuses (parfois cent fois moins) que sur la souche étalon, 
et généralement plus petites. 

)) La courbe de croissance en milieu liquide différe peu d'une 
courbe normale, car la lyse primaire et les lyses secondaires 
portent sur un trop petit nombre de bactéries pour s’inscrire sur 
la courbe. 

c) La multiplication du phage (en milieu liquide) est faible et 


lente, et elle ne se produit qu’avec certaines proportions de 
phages et de bactéries. 


2° Les SOUCHES TRES RECEPTIVES ont un pourcentage de bacte- 
ries réceptives trés élevé. Nous ne décrirons pas leurs réactions 
qui se rapprochent de celles des souches sensibles. 


20 BS conc S eee o , “p 

3° Leis soOUCHES DE RECEPTIVITE INTERMEDIAIRE offrent toutes 
sortes de combinaisons entre les divers degrés de réactions pri- 
maire et secondaire. Nous n’en décrirons qu’un cas, celui d’une 
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souche a réaction primaire faible (faible pourcentage de bactéries 
réceptives) et & réactions secondaires fortes (taux élevé d’appari- 
lion d’états réceptifs dans la lignée réfractaire). 

a) La lyse sur gélose par le phage concentré, bien que la plupart 
des bactéries soient réfractaires 4 l’origine, intéresse finalement 
un grand nombre de bactéries, parce que la descendance des 
bactéries réfractaires est en grande partie réceptive. Les colonies 
secondaires sont donc peu nombreuses. 

Les plages produites par le phage dilué sont beaucoup moins 
nombreuses que sur la souche étalon. 

Il y a done une discordance apparente entre les résultats de 
ces deux épreuves. 

b) La multiplication du phage (en mil:eu liquide), bien que faible 
au cours de la lyse primaire, comme dans les souches les moins 
réceptives, est finalement plus abondante que dans celles-ci, mais 
elle est lente et prolongée, car elle se fait au cours de. lyses 
secondaires successives. 


Les souches de type sensible, 4 la différence des souches 
semi-résistantes, ont toutes & peu prés la méme réaction primaire 
qui consiste en une lyse massive de la presque totalité ou parfois 
de la totalité des bactéries. 

Si cette lyse massive n’est pas totale les bactéries survivantes 
vont se multiplier, constituant la culture secondaire. 

On peut done étudier séparément avec les meéthodes déja 
décrites : la lyse primaire semblable pour toutes les souches 
sensibles et la culture secondaire dont les caractéres varient sui- 
vant les souches. 


1° Lyse pRrMAIRE. — a) La lyse sur gélose par le phage 
concentré est diffuse. Nous éludions plus loin la culture secon- 
daire aprés cette lyse. 

Les plages produites par le phage dilué sont, en principe, en 
méme nombre que sur la souche étalon. 

b) La courbe de croissance en milieu liquide montre une lyse 
massive, avec clarification complete de la culture. Cette lyse 
massive s’observe avec des proportions trés variées de phages et 
de bactéries ; en général, méme avec de trés petites quantités de 
phages opposées a des quantités de bactéries relativement fortes. 

Notons que dans les cas rares ot les mutants résistanls ou 
semi-résistants sont trés nombreux, la lyse massive ne s’observe 
pas avec les quantilés de phages trop petites. 

c) La multiplication des phages est rapide et intense, également 
avee des proportions trés variées de phages et de bactéries. II 
faut cependant noter aussi des exceptions, dans les cas oti les 
mutants résistants et semi-résistants sont trés nombreux et les 
phages en faible concentration. Le rendement en phages est donc, 
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sauf pour ces cas exceptionnels, d’autant plus élevé que leur 
proportion par rapport aux bactéries est plus faible. 


2° Reactions sECoNDAIRES. — Les diverses souches sensibles 
ne différent done entre elles que par leurs réactions secondaires 
qui, elles-mémes sont fonction des mutations. Les différences 
portent sur les points suivants : 

a) LES COLONIES SECONDAIRES SUR GELOosE, aprés la lyse par le 
phage concentré, sont en nombre trés variable suivant les souches. 
Ce nombre est, en principe, égal a celui des mutants semi- 
résistants et résistants de la souche. Mais il n’en est pas toujours 
ainsi en réalité. En effet, certains mutants semi-résistants réfrac- 
laires ayant une descendance presque tolalement réceptive ne 
donnent pas de colonie et méme certains mutants résistants 
peuvent étre inhibés par le facteur bactériostatique décrit par 
R. Wahl et J. Josse-Goichot, quand les conditions expérimentales 
sont favorables & la production intensive de ce facteur [8]. 


= 


b) La courBe DE CROISSANCE en milieu liquide donne les rensei- 
enements les plus importants, parce qu'elle permet de sutvre 
l’évolution des cultures secondaires. Apres la lyse massive, 3 types 
d’évolutions sont possibles: la stérilisation du milieu, lappa- 
rion dune cullure secondaire résistante, celle d’une culture 
secondaire semi-résistante. Nous allons étudier avee quelques 
détails ces trois éventualités. 

1° Stérilisation du milieu (lyse massive totale). — La stérili- 
sation du milieu exige trois conditions : 

a) La souche doit étre sensible ; 

b) La concentration des bactéries dans le milieu de culture au 
moment de l’introduction du phage doit étre inférieure a l’inverse 
du taux de mutation ; 

c) Aucun mutant résistant ou semi-résistant ne doit apparaitre 
entre le moment de l’introduction du phage et celui ou la lyse 
est terminée. Si le phage est en exces, c’est la lyse totale en un 
temps. La lyse est achevée en une ou deux heures, mais toutes 
les bactéries ont adsorbé le phage au bout d’un temps tres bref, 
et elles sont immédiatement frappées de mort ; et dés ce moment 
le milieu ne contient plus de bactéries viables et ne donne plus 
aucune colonie sur gélose. Si le nombre initial des bactéries de 
la population est assez grand pour opacifier plus ou moins le 
milieu, cette opacité disparait. En cas contraire, le milieu qui 
élait clair reste clair. Dans les deux cas, une subculture du lysat 
sur gélose reste stérile. Au contraire, chaque fois que des bacté- 
ries semi-résistantes ou résistantes, si peu nombreuses soient-elles, 
sont présentes, il y aura une culture secondaire et l’on verra tol 
ou tard le milieu s’opacifier. 


+ 
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2° Culture secondaire résistante. — Elle correspond au cas oti 
Ja population contient, au moment de la lyse massive, des mutants 
résistants. La lyse se produit exactement dans les mémes condi- 
tions que précédemment ; mais elle ne porte pas sur toutes les 
bactéries et les bactéries survivantes sont résistantes. Une sub- 
culture du lysat sur gélose donne des colonies résistantes. Une 
culture secondaire résistante apparait aprés la lyse. Elle est 
précoce et abondante, et sa courbe de croissance est une expo- 
nenlielle du type normal, car elle est totalement indifférente au 
phage. 

3° Culture secondaire semi-résistante. — Elle correspond au cas 
ou la population contenait, au moment de la lyse massive, des 
mutants semi-résistants. 

La lyse se produit de la méme facon que dans le cas précé- 
dent, cependant, elle porte non seulement sur des bactéries sen- 
sibles, mais aussi sur les bactéries semi-résistantes réceptives. 
Les bactéries survivantes sont les mutants semi-résistants en état 
réfractaire. La culture secondaire semi-résistante dont elles sont 
le point de départ est modifiée par Vaction du phage. Sa courbe 
de croissance est atypique et différente de l’exponentielle nor- 
male. 

L’évolution de ces cultures est trés variable et presque chaque 
cas présente ses particularités. Mais certains caracléres impor- 
tants leur sont communs el permettent d’en faire une description 
a’ensemble. 

Elle comporte, apres la phase de lyse initale, deux autres 
phases : une phase slationnaire et une phase de croissance irré- 
guliére, parfois entrecoupée d’arréts et d’épisodes de lyse. 

Phase slationnaire ou de bactériostase apparente. — Pendant 
cette phase, le nombre de bactéries viables est & peu prés constant. 
Les numérations doivent étre faites en présence de sérum anti- 
phage, car il s’agit de bactéries semi-résistantes en état réfrac- 
taire, dont la descendance peut compter 4 un certain moment une 
forte proportion de bactéries réceptives. Dans ce cas on obtient 
en l’absence de sérum des colonies beaucoup moins nombreuses 
dont la plupart sont anormales (avec des contours irréguliers ou 
encochés, ou encore de taille minuscule). 

La durée de cette phase est trés variable. Elle peut étre réduite 
& quelques heures ou s’étendre sur plusieurs jours (nous n’avons 
pas observé de cas oti elle excéde huit jours (a 37°). Aprés huit 
jours ,on peut donc penser qu'il n’y aura pas de culture secon- 
daire, mais il n’est pas exclu que cette limite puisse étre dépasséec. 

Phase de croissance limitée, ou de multiplication et lyse asso- 
ciées. — La courbe de croissance est, nous l’avons dit, tres 
variable suivant la souche. Elle est difficile 4 analyser. Comparée 
’ une courbe normale exponentielle, elle peut présenter de nom- 
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breuses anomalies : vitesse apparente de croissance faible, effets 
lyliques s’inscrivant sur la courbe, croissance prolongée bien au 
dela des limites de temps habituelles, opacité de la culture bien 
inférieure a Ja normale. Nous allons étudier ces anomalies avec 
quelques détails. 

1° La vitesse apparente de croissance est souvent faible ; de plus elle 
varie en général suivant les moments. Elle peut méme_ s’annuler 
pendant plus ou moins longtemps (deux ou trois jours parfois) [crois- 
sance discontinue]. La courbe d’opacité présente alors un palier, suivi 
de reprise. Certaines courbes présentent ainsi plusicurs paliers. 

2° Les effets lytiques s’inscrivant sur la courbe sont assez rares. Ils 
sont généralement modérés et se traduisent par un accident de la 
courbe, suivi de reprise de la culture semi-résistante avec ses mémes 
caractéres. C’est aprés la fin de la croissance que l’opacité diminue 
légérement. 

3° La durée totale de la croissance est variable, pouvant aller de 
quelques heures & plusieurs jours. 

Dans le premier cas, la croissance est continue, une faible opacité 
est atteinte et reste indéfiniment stationnaire. 

Dans le second cas, la croissance est généralement discontinue et 
peut présenter toutes les anomalies décrites plus haut. 

4° Le degré d’opacité finalement atteint est trés variable. Parfois 
cette opacité est faible, le nombre de bactéries par centimétre cube ne 
dépassant pas 20 000 000 & 25 000 000. D’autres fois,, elle est plus forte, 


correspondant a quelques centaines de millions de bactéries par centi- 
métre cube. 


Mais, quelle que soit allure de la courbe, lopacité n’atteint 
pas, en général, celle d'une culture normale (qui correspond a 
2 000 000 000 de bactéries par centimétre cube, par exemple). 

Ces diverses anomalies sont dans une cerlaine mesure liées 
entre elles : 

1° En général, quand la phase stationnaire est courte, la crois- 
sance de la culture secondaire est assez rapide, continue et de 
courte durée et aboutit finalement A une opacité assez marquée, 
bien que presque toujours inférieure a celie d'une culture 
normale. 

2° Apres une phase stationnaire longue, la culture secondaire 
qui apparait est généralement trés maigre, opacifiant a peine le 
milieu. Le plus souvent Vopacité reste indéfiniment stationnaire. 
Parfois elle augmente lentement pendant une période pouvant 
aller de vingt-quatre heures 4 plusicurs jours. Dans ce second cas, 
la croissance est souvent discontinue, les arréts pouvant durer plu- 
sieurs jours. Mais Vopacité n’atteint pas celle d’une culture 
normale. 

3° Les cas intermédiaires sont plus rares : 

a) Phase stationnaire courte, suivie d’une culture d’abord peu 
abondante, mais augmentant de facon continue ou discontinue 
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pour aticindre au bout d'un temps variable une opacité finale 
assez forte ; 

b) Phase stationnaire courle, suivie d’une culture peu abondante 
et n’augmentant plus ; 

¢) Phase stationnaire longue, suivie d'une culture assez abon- 
dante d’emblée. 

En somme, en général, la longueur de la phase stationnaire est 
en raison inverse de l’abondance de la culture secondaire, mais 
il n’y a pas rigoureusement proportionnalité inverse. 

Il y a donc, en quelque sorte, toute une série de cas intermé- 
diaires entre Ja cullure secondaire résistante précoce et abondante 
el la slérilisation totale. 

[nfin, il arrive méme que la culture secondaire comprenne, A Ja 
fois, 4 un moment donné, des mutants résistants et semi-résistants. 
Citons seulement les cas décrits par Wahl et Terrade [2] ot la 
multiplication des bactéries semi-résistantes était suivie d’une lyse 
secondaire massive puis d’apparition et de multiplication de 
bactéries résistantes. 


DISCUSSION 


Nous avons longuement disculé, dans les publications déja 
citées, la signification des réactions des souches semi-rés:stantes. 
Nous nous bornerons ici a revenir sur quelques points insuffi- 
samment traités. Nous allons essayer de montrer que > 

1° Les cultures secondaires « semi-résistantes » des souches 
sensibles en milieu liquide sont issues de mutants semi-résistants : 

2° Les phages en exces paraissent exercer dans ces cultures des 
actions diverses: lyses, bactériostases et peui-clre inductions 
délats réceptifs ; 

3° L’étude de ces actions permet de proposer une explication 
générale de ]’évolution des cultures secondaires semi-résistantes 
valable aussi pour les cultures primaires des souches originel- 
lement semi-résistantes, placées dans les mémes_ conditions. 

1° Les cultures secondaires « semi-résistantes » méritent bien 
le nom que nous leur avons donné, car elles sont issues de 
mutants semi-résistants de souches sensibles. 

a) iin effet, nous avons vu que les subcultures sur gélose faites 
comparativement avec et sans sérum antiphage peu de temps 
apres la lyse massive font déj& penser que les bactéries survi- 
\antes sont des mutants semi-rés:stants réfraciaires dont la descen- 
dance passe en grande partie a l'état réceptif. Les subcultures sur 
eélose et en milieu liquide faites aux divers stades ultéricurs 
sont trés maigres. I] est souvent impossible d’obtenir plus de 
2 ou 8 subcultures conséculives. Parfois méme, surtout quand 
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il s'agit d’une cullure secondaire a début tres tardif, tous les 
essais de subcultures échouent. 

b) Cependant, on arrive 4 obtenir une souche normalement cul- 
livable, aprés avoir éliminé totalement les phages par des subcul- 
tures en série suffisamment nombreuses et faites en présence de 
sérum antiphage, en repartant chaque fois d’une colonie isoléc.” 
On obtient alors une souche semrrésistante typique. 

Tout autre est le comportement de cultures de bactéries résis- 
lantes et de celles de bactéries lysogénes. Les premiéres sont 
facilement débarrassées des phages par’ deux ou trois isolements, 
sans sérum antiphage ; et la souche obtenue ne contient jamais 
de bactéries réceptives. Les secondes ne peuvent jamais é¢tre défi- 
nitivement débarrassées de phages. 

Notons que les bactéries semi-résistantes ont un caractere 
commun avec les bactéries lysogénes ; elles peuvent se trouver 
en état réfractaire ou en état réceptif vis-a-vis d’un certain phage. 
Mais la différence fondamentale est que chez les premicres ces 
élats s’entendent vis-a-vis d’un phage apporlté de Vextérieur, et 
chez les secondes vis-a-vis d’un phage endogene. 

Il n’est done pas besoin d’invoquér une survie, apres la lyse 
massive, de quelques bactéries sensibles. Il faudrait d’ailleurs que 
ees bactéries fussent spécialement protégées par un facteur anta- 
goniste du phage ; ou qu'il manquat dans le milieu un hypothé- 
tique facteur sensibilisant. Nous avons vu ailleurs [2] que tout 
cecl nest pas soutenable. Reste l’hypothese de d’Heérelle [4]. 
Celui-ci,’ & qui nous devons tant d’observatons remarquables, 
avait bien vu que certaines cultures secondaires étaient tardives 
et fort maigres. Pour lui, elles contenaient des bactéries sensibles, 
ayant acquis une immunité incompléte a la suite d’une infection 
alténuée par le phage. I] s’en serait suivi une « symbiose » entre 
le phage et la bactérie, symbiose qui se serait poursuivie pendant 
plusieurs générations, avec possibilité de se terminer par la mort 
du phage ou celle de la bactérie. 

Nous ne croyons pas que les fails alent confirmé cette hypo- 
ihese : les souches semi-résistantes qui n’ont jamais été en contact 
avec des phages ont exactement les mémes caractéres que les 
subcultures débarrassées de phages par Je sérum_ spécifique. 
Autrement dit, état réfractaire n’est pas dd a infection par le 
phage. De plus, les phages introduits dans de telles souches, loin 
de créer une sorte d’immunité héréditaire par infection, rendent 
plus évidente la réceptivité dans la descendance des hactéries 
réfractaires. 

2° Les phages en excés paraissent produire dans les cultures trois 
effets différents : lyse, bactériostase et induction d’états réceptifs. 

a) Les phages lysent les bactéries réceplives, au fur et A mesure 
de Jeur apparition. Ceci a été démontré antérieurement. L’asso- 
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ciation au phage d’un facteur adjuvant n’est pas nécessaire pour 
réaliser cette lyse comme nous l’avions d’abord pensé [2]. 

b) Les phages paraissent produire a certains moments des bacté- 
riostases. Nous avons des raisons de penser, en effet, que les 
phases stationnaires correspondent & une hactériostase, et que 
celle-ci est due au phage lui-méme. On aurait pu supposer qu’elles 
correspondaient & lassociation de multiplications de bactéries 
réfractaires et de lyses de bactéries sensibles se compensant 
mutuellement. Mais dans ce cas il aurait fallu admettre que 
pendant ces phases chaque division donnerait en moyenne une 
bactérie réfractaire et une bactérie réceptive, ce qui est bien peu 
vraisemblable. La bactérioslase porte sur les bactéries réfractaires, 
puisque les autres sont lysées. Cette bactériostase est due au phage 
lui-méme et non a un facteur bactériostatique du lysat. Les 
expériences antéricures ont établi ce point, sur lequel nous ne 
reviendrons pas [2]. 

c) Par ailleurs, l’influence des phages parait augmenter le pour- 
centage des bactéries réceplives. Ce point a été discuté également. 

3° Cette triple action des phages nous permet de proposer 
une explication de l’évolution des cultures semi-résistantes en 
présence d’un grand exces de phages, qu’il s’agisse de cultures 
secondaires ou de cultures d’une souche initialement semi- 
résistante. 

Dans les deux cas, aprés la lyse des bactéries réceplives, les 
bactéries réfractaires seraient bactériostasées par les phages. I] 
est bien probable que les phages doivent étre préalablement 
adsorbés sur ces bactéries pour exercer cette action. Cette adsorp- 
lion serait également a l’origine d’une modification du potentiel 
héréditaire de la bactérie, de sorte que dans la génération sui- 
vante le pourcentage des bactéries réceplives se trouverait aug- 
menté. Ces bactéries réceptives seraient lysées, tandis que les 
bactéries réfractaires de la méme génération seraient 4 leur tour 
bactériostasées, et le méme cycle pourrait se reproduire un 
certain nombre de fois. La culture serait ainsi d’autant plus 
maigre que les bactéries réceptives apparailraient en plus grand 
nombre. Ceci s’accorde avec le fait que les bactéries réfractaires, 
aprés la phase de bactériostase, produisent d’autant plus de 
bactéries réceptives qu’elles ont subi une plus longue hbacte- 
riostase, On comprend également que les cultures bactériostasées 
transplantées ou bien ne donnent pas de subculture, ou bien 
donnent une subculture maigre qui se lyse secondairement. 

Cependant ces hypotheses doivent étre contrélées par de nou- 
velles expériences avant d’étre considérées comme valables. 

En effet, une autre hypothése peut élre envisagée ; celle d’un 
équilibre entre létat réceptif et état réfractaire, équilibre se réta- 
blissant par formation de bactéries réceplives aprés chaque lyse. 
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RESUME ET CONCLUSIONS 


1° On peut distinguer les réactions primaires et les réaclions 
secondaires d’une souche vis-a-vis d’un phage. é 

Il existe trois types réactionnels de souches : résistant, semi- 
resistant et sensible, et les deux derniers comportent de nom- 
breuses variantes. Le type d’une souche et sa variante ne peuvent 
étre définis que par rapport a un phage déterminé. Ils different 
entre eux par les réactions primaire et secondaire, 

2° La délermination d’un type comporte deux étapes : dans la 
premiere on détermine si la souche est résistante ou non en 
recherchant la lyse en milieu liquide et solide, et en tenant compte 
d’erreurs éventuelles possibles dues 4 un facteur bactériostatique 
ou dune mutation du phage. Si la souche n’est pas résistante, on 
détermine dans une seconde étape si elle est semi-résistante ou 
sensible, par les épreuves de la numération des splages, de la 
lyse en milieu liquide et de la multiplication des phages. 

3° Des épreuves permettant d’étudier les variantes des types 
réactionnels sont décrites. 

4° Les souches résistantes ne présentent pas de variantes. 
Celles des souches semi-résistantes s’échelonnent entre deux types 
extrémes qui s’opposent par les caractéres de la lyse sur gélose 
et ceux de Ja courbe de croissance en présence du phage. Il y 
a de nombreux types intermédiaires. 

5° Les souches sensibles se caractérisent par une distinction nette 
entre la lyse primaire massive et la phase secondaire. L’évolution 
de celle-ci se fait suivant l’un des trois types suivants : stérili- 
sation du milieu, culture secondaire résistante, culture secondaire 
semi-résistante. 

Dans ce dernier cas, qui est particuli¢rement intéressant 
i étudier, on voit se succéder, apres la lyse, une phase station- 
naire ou de bactériostase, une phase de croissance limitée et, 
parfois, d’autres phases de bactériostase et de lyse. Les variantes 
de ces cultures secondaires sont nombreuses, surtout en ce qui 
coneerne la durée des phases stationnaires et la densité de la 
culture. 

6° Le role du phage comme facteur conditionnant l’allure de 
ces cultures secondaires semi-résistantes parait complexe, a !a 
fois lylique, bactériostatique et peut-Clre inducteur de réceptivilé 
chez les bactéries semi-résistantes. 
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ACTION DES RAYONS ULTRA-VIOLETS 
SUR LE POUVOIR 
HEMAGGLUTINANT ET LE POUVOIR INFECTIEUX 
DU VIRUS DE NEWCASTLE 


par P. ATANASIU et M' M. C. SOUTO PATULEIA (%). 


(Institut Pasteur. Service des Virus [D’ P. L&pine].) 


La taille du virus de Newcastle s’échelonne entre 80 
et 140 mu [4, 2, 3}. L’existence d’unités indépendantes (corps 
élémentaires) ayant une forme sphérique, ainsi que d’éléments 
de morphologie irréguliére et d’aspect filamenteux, a été constatée 
au microscope électronique, avant et apres la purification du maté- 
riel [4]. Nous avons essayé l’action des radiations ultra-violettes 
sur ce virus si polymorphe, afin d’étudier leur influence sur des 
propriélés comme Vhémagglutination et le pouvoir infectieux. 

On sait [5] que Vhémagglutination du virus de Newcastle est 
associée au pouvoir infectieux, mais si on filtre le liquide allan- 
toidien infecté sur filtre de Seitz, on peut provoquer une disso- 
ciation entre le pouvoir infectieux et le pouvoir hémagglutinant. 
On sait |6] également que le chauffage ne dissocie pas le pouvoir 
infectieux et la virulence, mais que de faibles doses de formol 
peuvent séparer ces deux pouvoirs. Par sédimentation et ultra- 
fillration, en partant de la membrane chorio-allantoidienne, on 
arrive 4 obtenir deux particules de taille différente, dont l’une est 
infectieuse et l’autre ne l’est pas. On a prouvé que cette derniére 
particule est bien un constituant du virus par le test de l’inhi- 
bition de Vhémagglutination [7]. Des recherches ultérieures ont 
montré que les pouvoirs infectieux et hémagglutinant du virus 
peuvent étre complétement séparés sous l’action d’une pression 
hydrostatique convenable [8]. 

L’action des ravons ultra-violets sur les virus a été étudiée en 
détail, en particulier sur le virus de la grippe [9, 40], sur le bacté- 
riophage [44, 12, 43] et, récemment [44], on a montré l’efficacité 
inductrice du choc ultra-violet sur une bactérie lysogéne. 

Dans le présent travail, nous avons entrepris une étude des 


(“) Société frangaise de Microbiologie, séance du 3 juillet 1952. 
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pouvoirs infectieux et hémagelulinant du virus de Newcastle 
soumis a Vinfluence des rayons ultra-violets. Nous avons essayé 
différentes lampes et différentes techniques. 


TECHNIQUE ET MATERIEL. 


Le virus. — La souche « Var » 1949 [415] de Newcastle a été employée 
pour ces expériences. La DL,, est 10—-*° et le titre hémagglutinant 
est 1/1 280, en moyenne. Des ceufs au onziéme jour de lincubation, 
a 37°, sont inoculés avec une dilution & 10—* du virus a la dose de 
0,10 cm® ; trente-cing heures environ aprés l’inoculation, les embryons 
meurent et les ceufs sont placés & +4° jusqu’A la quarante-huitiéme 
heure. On récolte ensuite les deux liquides qui sont centrifugés a 
2000 t/min. pendant cing minutes, puis soumis aux rayons ultra- 
violets & l'état pur ou dialysé. 

La dialyse. — La dialyse du virus est obtenue en placant les liquides 
dans des sacs de cellophane de 30 cm’ qui sont plongés dans des fioles 
d’Erlenmeyer (500 cm’) remplies d’eau physiologique. Chaque sac 
contient 12 cm? du liquide a dialyser. La dialyse s’effectue a +4° 
pendant vingt-quatre heures, en changeant l'eau physiologique au bout 
de douze heures environ. 

Purification du virus. — Celle-ci est obtenue par centrifugation des 
liquides pendant quatre-vingt-dix minutes 4 20000 g, en lavant le 
culot trois fois 4 l’eau physiologique. A la fin on suspend le culot 
dans 1:100 du volume originel. La derniére centrifugation est faite 
quinze minutes 4 3000 t/min. 

Appareils @ ultra-violels. — Pour irradier le virus nous nous sommes 
servi soit d’une lampe 4 vapeurs de mercure, & basse tension, en 
quartz, type Gallois (0,35 p. 100 de perméabilité pour } = 2537 A), 
soit d’une lampe 4 vapeurs de mercure du type dit tube germicide, 
construite en un verre spécial perméable aux rayons_ ultra-violets 


jusqu’’ 7 = 1 850 A, avec un facteur de transmission de 0,65 pour 
= 2587 A (Cie des Lampes). 

Le virus tel qu’il se trouve dans les liquides purifiés par centri- 
fugation ou dialysé est soumis aux rayons U.V. dans des boites de 
Petri 4 une distance de 30 cm pour la lampe type Gallois et de 15 cm 
pour le tube germicide, en réalisant un mouvement continu de la 
boite de Petri ; la quantité du liquide a irradier est toujours de 1,5 cm’. 

Nous nous sommes servi également de lappareil a tubes rou- 
lants [46] construit et modifié par M. Lépine, pourvu de la méme 
lampe germicide décrite plus haut. Dans cet appareil les liquides 
tombent a la vitesse de XX gouttes par minute, pendant que le tube 
tourne une fois toutes les quinze ou quarante-cing secondes. 


Hémagglutination. — Nous avons employé la technique de Salk [47] 
pour la réaction d’hémagglutination du virus. 
Titrage du virus. — Des dilutions de 10 en 10, dans l’eau_ physio- 


logique, de deux liquides infectés, irradiés et non irradiés, ont été 
inoculées 2 4 ceufs pour chaque dilution. Les ceufs avaient onze jours 
d’incubation et ont été inoculés dans le liquide chorio-allantoidien 
a la dose de 0,10 cm3. Le diagnostic se basait sur la mort de l’embryon, 
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sur son aspect macroscopique et sur l’hémagglutination sur lame des 
liquides. La DL,, est calculée d’aprés la technique de Reed et 
Muench [48]. 


JEXPERIENCES. 


\. 1° Effet des rayons U.V. sur Vhémagglutinalion et le pou- 
voir infectant du virus de Newcastle en boites de Petri (liquides 
non dialysés et lampe a basse tension), — Le virus tel qu'il se 
trouve dans les liquides est ainsi soumis aux rayons U.V. pendant 
im temps variant entre six et quarante minutes. On traite de méme 
pendant quinze 4 quarante minutes des Liquides normaux qu 
serviront de témoins. 

L’hémageglutination reste constante pendant les dix premiéres 
minutes, tandis que Je pouvoir infectant baisse de 10—%° 


TasLeau Il. — Action des rayons U.V. (lampe en quartz) sur lhémag- 
glutination et le pouvoir infectieux du virus de Newcastle, en 
boite de Petri, non dialyse. 


: : : 
; TEMPS ' oaux ! POUVOIR INFECTIEUX 
i ; ‘ . : ° . . . ; 
: D'IRRAD. ! HEMAGG. $ lig. : : tats rile ahs iy : ; 
: : 3 n.—-t-10-2 * 207" 307? 1 10-* = 0-9 7 10° : 0~" + io 
: : : dil. } : : : : : : : : 
: : : 2 : a 5 x : ; | 
; § minutes > 2560? 4/4 : 4/4 3 4/4 ; O/6 : : : ; 30" 
: 8 minutes : 2560 : 4/4 oan 0/4 as : : : : 3 : Ice 
en : : : : : : 
* 10 minutes o5 2560) 2 4/40; 0/4 es i. : ; : x : ; i 
: A ; $ 3 3 3 3 : : 3 : 
ns a a Se ee a 
: 15 minutes : 1280 ; 4/4 + 0/4 : t B : : t : : ae 
3 : . © : : 3 : : 2 5 : 
* 30 minutes : 640 + 0/4 ; O/4 : : : : : : : 

: : : 3 : : : t : : 
: : . : : : t : : : 3 : 
: 40 minutes : 640 ; 0/4 ¢ : : : : : : : : 
: : : : : : ; : : : 3 : 
: Ligquides Ch. all. : : : ; r = : : : P - 
; normal irradié ‘ : : : : : : 5 : : 
: 15 minutes : (0) : E 3 : : $ ; : : z 
: : : : : : : 3 : 3 : : 
; 30 minutes SEO : : x : f 5 : ; : : 
* 40 minutes EO : : 3 : : : ; : : : 
: Témoin virus : : : ; 5 ; : : : : : 
: Newcastle : 2560- ; : : 3 3 2 4/4 : 4/4 3 4/4 : 0/4 +: 107 


RAYONS ULTRA-VIOLETS ET VIRUS DE NEWCASTLE 484 


a 10~°°. Entre la dixiéme et la quinziéme minute, l’hémageglu- 
tination commence Aa baisser et en trente minutes elle atteint 1/640 
pour un pouvoir infectieux nul. Les liquides normaux témoins ne 
sont ni toxiques pour les cufs, ni hémagglutinants pour les 
pornonies de poule préparées le jour méme (Vv oir tableau I). 
Action d’une lampe germicide sur le virus en tubes roulants 
jade non dialysés). — Les pouvoirs infectieux et hémagglu- 
tinant sont recherchés aprés que les tubes ont effectué un premier 
et un second tour complets dans l'appareil. Aprés le premier 
tour (2 expériences) le virus est actif aux dilutions 10-2? et 10— 
et on constate une légére baisse du pouvoir hémagelutinant. 
Avec le méme matériel passé pour la deuxiéme fois, dans les 
mémes conditions, la virulence s’abaisse entre les dilutions 10-1 
et 10—?, Vhémagglutination restant constante a 1/640 (tableau Il). 


TaBLeau Il. — Action des rayons U.V. (lampe germicide) 
sur le virus de Newcastle non dialysé, en tubes roulants. 
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En conclusion, avec le virus de Newcastle provenant des liquides 
chorio-allantoidien et amniotique, non dialysés, soumis en boites 
de Petri et en tubes roulants aux rayons U.V., on obtient trés 
difficilement des résultats constants en ce qui concerne la stéri- 
lisation et la disparition de Vhémagglutination. 

B. Action des rayons U.V. sur les pouvoirs hémagglutinant et 
infectieux des liquides dialysés. — Etant donné l’inconstance de 
virulence du matériel non dialysé et le temps prolongé d’irra- 
diation nécessaire, nous avons dialysé les liquides infectieux afin 
d’éliminer les différents sels, W. Henle [9] ayant eu les mémes 
difficultés avec le virus de la grippe. 

Les tableaux III, IV et V résument les résultats obtenus avec 
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Tabteau lll. — Action des rayons U.V. (lampe en quartz sur le virus de Newcastle dialysé). 
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Tastgau 1V. — Action des ‘rayons U.V. 
sur le virus de Newcastle dialysé. 
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les liquides dialysés soumis dans des boites de Petri et en tubes 
roulants, soit 4 une lampe de quartz, soit & une lampe_ ger- 
micide. 

1° Le tableau III montre que sous l’action d’une lampe en quartz 
(s’exercant une minute sur le virus en boite de Petri) la virulence 
passe de 10—7° & 1—°%§, pour un liquide non dilué. Ce taux se 
maintient jusqu’a la sixiéme minute, tandis que l’hémagglutination 
reste au méme taux pendant huit minutes, puis baisse au bout 
de dix minutes pour étre nulle au bout de douze minutes. 

2° Le tableau IV indique que les liquides ne passant qu’une 
seule fois dans des tubes roulants exposés a l’action d’une lampe 
germicide conservent leur pouvoir hémagglutinant intact et perdent 
intégralement leur pouvoi infectieux. 

3° L’action d'une lampe germicide « la distance de 15 ema 
donné les résultats suivants : La dissociation entre Vhémaggluti- 
nation et le pouvoir infectant est totale aprés quatre minutes. Au 
bout de ce temps, le liquide n’est plus virulent, mais il garde 
intégralement le méme pouvoir agglutinant. Aprés six minutes, 
on constate toujours le méme taux, qui baisse a la dixiéme 
minute, pour étre entiérement nul & la douziéme minute. Le 
pouvoir infectant commence a baisser bien avant: il est déja 
moindre au bout de trente secondes; A tune minute il est 
a 10-1" pour une virulence de départ 10~7 ; aprés deux mimutes 
la virulence est encore a 10—1!7 et a quatre minutes elle est 


nulle. 
C. Action de la centrifugation prolongée sur les liquides dia- 
lysés, et dialysés et soumis aux rayons U.V. — Le méme materies 


dialysé ou dialysé et irradié, est centrifugé pendant soixante 
minutes 4 20 000 g. Au bout de ce temps on trouve encore des 
particules virulentes dans le liquide surnageant, mais cclul-ci 
n’agglutine plus. Les deux culots, dialysé et dialysé et irradié, 


Tasizau V. — Action des rayons U.V. (lampe type germicide) sur le virus de Newcastle, dialysé. 
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agglutinent au méme taux que le matériel de départ. Done le 
pouvow agglutinant est bien en rapport avec le virus. 


Discussion ET CONCLUSIONS. 


L’hémagglutination de certains virus est étroitement liée au 
pouvoir infectant [49]. Par des moyens physiques (hautes 
pressions, radiations ultra-violettes) ou chimiques (formol) on 
peut réaliser une dissociation de ces deux propriétés pour 
certains virus qui sont habituellement hémagglutinants. 

Nous avons obtenu cette dissociation pour le virus de New- 
castle par des radiations ultra-violettes. 

Apres centrifugation prolongée (20 000 g, soixante minutes) des 
liquides contenant le virus de Newcastle, on trouve dans le sur- 
nageant des particules de virus qui sont infectantes, mais qui 
n’agglutinent pas. Il est probable, en ce cas, que les unités infec- 
tantes ne sont pas assez nombreuses pour qu’on puisse les déceler 
par lhémagglutination. En effet, si on concentre le surnageant 
elles agglutinent 4 un faible titre. Les liquides irradiés puis cen- 
trifugés se comportent de méme, sauf que la virulence est 
détruite. C’est done bien le virus qui est responsable de l’hémag- 
glutination. 

Etant donné le polymorphisme de ce virus, ce phénomeéne est-il . 
di a une différence de taille des particules, les rayons U.V. alta- 
quant, comme cela se passe pour le bactériophage [42], d’abord 
les grosses particules et, en dernier leu, les particules de petite 
taille qui seraient responsables de la dissociation de ces deux 
pouvoirs ? 

Il nous semble plus probable, si lon admet que la_ partie 
virulente est une nucléo-protéine et que la partie responsable du 
pouvoir agglutinant est un enzyme, que la nucléo-protéine est 
plus sensible a l’action photochimique des rayons elt que l’enzyme 
y est moins sensible, ce qui réaliserait la dissociation. 

En conclusion : action des rayons U.V. sur une souche de 
virus de Neweastle (Var. 1949) a été étudiée. Le virus est irradié 
a l’état pur ou dialysé. Certaines propriétés du virus, telles que 
Vhémagelutination et le pouvoir infectant, sont atteintes. On a pu 
constater que le pouvoir infectieux est le premier atteint et le 
pouvoir hémagglutinant le dernier. On suppose que les radiations 
ultra-violettes atteignent en premier licu, probablement par leur 
action photochimique, la nucléoprotéine responsable de la viru- 
lence, et en second lieu l’enzyme responsable de Vhémaggluti- 


nation. 
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ETUDE AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE 
DE L’HEMAGGLUTINATION DUE A LA VACCINE 


par J. VIEUCHANGE et J. GIUNTINI. 


(Institut Pasteur, Service des Virus [D™ P. Lipine].) 


Heinmets [4], Dawson et Elford seuls [2, 3] ou en collabo- 
ration avec Chu [4] ont examiné en microscopie électronique 
des hématies de poulet agglutinées par divers virus, notamment 
ceux de la grippe, des oreillons et de la maladie de Newcastle. 
Ils ont observé que les corps élémentaires de ces virus se 
retrouvaient fixés sur le stroma des hématies examinées et ont 
pu faire d’importantes constatations sur les conditions de cette 
adsorption. 

Ces constatalions confirment et complétent les notions fournies 
par d'autres méthodes sur le phénoméne de |’hémagelutination 
et soubgnent le parallélisme qui existe, 4 ce point de vue, entre 
les divers virus étudiés. 

On sait, d’autre part, que si un méme mécanisme commande 
Vhémagglutination due a ce groupe de virus, il existe un autre 
groupe pour lequel le phénoméne de |hémagglutination posséde 
des caractéres tout différents. 

Comme |’ont montré Nagler pour le virus de la vaccine [5], 
North pour celui de la variole humaine [6], Burnet pour celui de 
’ectromélie [7], seules les hématies de certains poulets sont 
agglutinables et, d’autre part, il est possible de dissocier la 
virulence du pouvoir hémagglutinant (cf. recherches de Burnet 
et Stone [8] et de Chu [9] sur la vaccine). 

Il était done intéressant d’étudier, au moyen du microscope 
électronique, l’aspect morphologique du phénomeéne de Vaggluti- 
nation des hématies sensibles au virus vaccinal et d’ effectuer des 
comparaisons avec l’aspect des hématies agglutinées par les virus 
de l’autre groupe : notamment le virus grippal et celui de la 
maladie de Newcastle. 


M&rnopes. — Nous avons suivi la technique indiquée par 
Dawson et Elford. Les hématies de poulet étaient lysées avec la 
saponine, selon la méthode de Dounce et Lan [40] et les stromas 
lavés cing fois dans l’eau physiologique tamponnée a pil 6.!). 
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En tenant comple du volume du sang originel, on a préparé des 
suspensions de stromas a deux concentrations, Lune de 0,25, 
Yautre de 2,5 p. 100. 

Souches. — Virus vaccinal : souche de neuro-viaccine du labo- 
ratoire, cultivée sur membrane chorio-allantoidienne de l’embryon 
de poulet. Virus grippal (grippe A, souche W. S.) cultivé dans 
le sac allantoidien de l’embryon de poulet, agé de 10 jours, 
récolté apres quarante-huit heures d’incubation. Virus de la 
maladie de Neweastle, cultivé dans le sac allantoidien de 
Vembryon de poulet agé de 11 jours, récolté aprés quarante huit 
heures dincubation. 

Hémagglutination. — Deux séries ont été effectuées ; les 
stromas étaient a la concentration de 0,25 p. 100, dans Vune, et 
de 2,5 p. 100 dans l’autre. 

Les suspensions de membranes chorio-allantoidiennes ont été 
employées & 10 p. 100 (en poids). 

Les liquides allantoidiens ont été ulilisés purs. ‘Le temps de 
contact entre hématies et virus a été d’une heure, a la tempé- 
rature du laboratoire pour le virus de la vaccine, et a la tempé- 
rature de +2° pour les virus de la grippe et de la maladie de 
Newcastle. 

Apres centrifugation 4 faible vitesse pendant cinq munutes, 
le culot était recueilli et repris dans le volume initial d’une 
solution d’acide osmique dans leau physiologique au taux de 
0,1. p. 100. 

Enfin, les hématies ont été lavées de une a trois fois dans 
Peau distillée. 

Les préparations ainsi obtenues ont été examinées au micro- 
scope électronique en utilisant la technique habituelle du jabo- 
ratoire (étalement sur grilles ou sur diaphragmes recouverts 
d'une membrane de collodion, ombrage a l’or-palladium), 


Résuttats. — Les images obtenues offrent un contraste frap- 
pant selon que les hématies ont été agglutinées par le virus 
grippal et celui de la maladie de Newcastle, ou qu’elles l’ont été 
par les suspensions de vaccine. 

Pour le premier groupe, les images offrent tous les carac- 
teres de celles qui ont déja été publiées par les auteurs anglais : 
répartition réguhére des corps élémentaires sur toute la surface 
du stroma de l’hématie, présence dans certains champs de rares 
formes en batonnet, absence totale de corps élémentaires en 
dehors des stromas. 

Pour le virus vaccinal, les images obtenues sont compléetement 
différentes des précédentes en ce qui concerne les rapports des 
corps élémentaires avec les hématies. 

Rappelons d’abord qu’étant donnée la notion d’une hémag- 
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glutinine distincte des corps élémentaires, nous avons ulilisé 
des suspensions brutes de membranes  chorio-allantoidiennes 
d’embryon de poulet infectées. 

Les suspensions contenaient les corps élémentaires, l’hémag- 
glutinine et des débris cellulaires. L’hémagglutination faite dans 
ces conditions a donné plusieurs types d’images. Sur certains 
stromas, quelques corps élémentaires apparaissent parfois comme 
fixés, mais il faut souligner que ceux-ci sont, la plupart du 
temps, groupés en amas et irréguliérement distribués sur la 
surface de lhématie. Cette répartition doit probablement s’inter- 
préter comme le résultat des centrifugations auxquelles ont été 
soumises les préparations au cours des derniers lavages : cer- 
tains amas de débris cellulaires et de corps élémentaires se 
sédimentent en méme temps que les stromas des hématies, en 
raison de la durée et de la vitesse de centrifugation utilisées. 

Plus fréquemment d’ailleurs, ces amas sont situés a cheval 
sur Phématie et sur la zone environnante. 

Souvent également, ces amas sont’ situés nettement en dehors 
des hématies. 

I] n’a pas été possible de mettre en évidence sur les stromas 
des hématies agglutinées, la présence de particules d’une taille 
décelable au microscope électronique et qui représenteraient 
VPhémageglutinine dans le cas de la vaccine. 

Ajoutons qu'il n’a pas été noté de différence appréciable entre 
les images selon le taux d’hématies employé pour effectuer 
Vhémagelutination ou selon le nombre de lavages auxquels ont 
été soumises les hématies apres l’agglutination. 


Conciusions. — Le phénoméne de l’agglutination des hématies 
de poulet par le» virus de la vaccine, en comparaison avec 
Vhémageglutination provoquée par les virus de la grippe (virus 
grippa] A) et de la maladie de Newcastle, a été étudié au moyen 
du microscope électronique. 

Des images d’hématies agglutinées par ces divers virus ont ¢té 
obtenues. 

Cette étude a permis d’opposer le virus vaccinal, en ce qui 
concerne les canactéres de Phémagglutination qu’il provoque, aux 
virus de la grippe et de la maladie de Newcastle. 

Pour le virus de la vaccine, les images obtenues constituent 
une preuve supplémentaire de la dualité des corps élémentaires 
et de lhémagglutinine. 

Cette notion s’oppose au fait connu d’une hémagglutinine liée 
aux corps élémentaires dans le cas de la grippe, de la maladie 
de Newcastle et des oreillons. 

Par ailleurs, on ne décéle pas, sur les stromas des hématies 
agglutinées par le virus de la vaccine, la présence de particules 
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visibles au microscope électronique et qui représenteraient 
lhémagglutinine. 
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LEGENDES DE LA PLANCHE 


Images électroniques d’hématies laquées agglutinées par divers virus. 

1, virus de la grippe; 2, virus de la maladie de Newcastle; 3, 4, 5, virus 
vaccinal, 

Virus de la grippe et virus de la maladie de Newcastle cultivés dans liquide 
allantoidien d’embryon de poulet. 

Virus vaccinal cultivé sur membrane chorio-allantoidienne d’embryon de 
poulet. Hémagglutination effectuée avec la suspension brute des membranes : 
corps élémentaires et débris cellulaires irréguliérement répartis en amas sur 
le stroma ou en dehors du stroma des hématies. 

(Gross. : x 15.000; ombrage or-palladium). 
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MASSON ET Gie, EDITEURS 


VARIATIONS DE LA SENSIBILITE 
DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS AUX ANTIBIOTIQUES 
EN MILIEUX DE CULTURE LIQUIDES 


par P. J. COLETSOS (*). 


(Institut Pasteur. Laboratoires de la Tuberculose.) 


Lorsqu’on éprouve la sensibilité de Mycobacterium tuberculosis 
aux antib:otiques qui lui sont spécifiques, on ne manque pas de 
constater des variations appréciables dans le taux bactériostatique. 

Elles sont d’ordre différent suivant : 

La nature du milieu utilisé, solide ou liquide ; 

Sa composition synthétique ou semi-synthétique ; 

L’importance de l’inoculum (1/100 ou 1/10 de milligramme de 
baeilles vivants ; 

Le temps d’incubation a l’étuve (septicme, quatorziéme, vingt 
ef uniéme ou vingt-huili¢me jour). 

Il faut préciser aussi que, d’un laboratoire a l’autre, d’un 
manipulateur a un autre et méme d’un titrage a l’autre dans le 
méme laboratoire et avec la méme technique, des différences 
appréciables dans le taux bactériostatique peuvent étre enre- 
eistrées. 

L’expérience nous a montré que ces variations sont plus fré- 
quentes et beaucoup plus significatives en milieux de culture 
liquides que sur milieux solides, surtout lorsque ces derniers 
sont imprégnés d’antibiotique en surface. 

Devant l’impossibilité d’arriver & une standardisation de la pré- 
paration des milieux de culture et des méthodes d’ensemencement 
et de titrage, on a proposé d’aligner les résultats obtenus A ceux 
(une souche connue {4}. 

Malgré l’absence d’un accord général sur ce point, la souche 
la plus utilisée actuellement a cet effet est la souche H37RV. 

I] semblait done, a priori, qu'on pourrait ainsi mieux suivre, 
reprendre et vérifier si nécessaire, les résullats obtenus par tel 
ou tel chercheur. 

En réalité la souche H387RV est, comme toute autre souche, 
soumise 4 des variations. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 juillet 1952. 
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En effet, en l’espace de quelques mois, nous avons assist 
a une augmentation de la sensibilité de la souche H387RV 4 la 
streplomycine devenue trois fois plus importante que nous la 
connaissions initialement, puis au retour progressif a la senst- 
bilité antérieure. 

Y a-t-il eu en méme temps modification de la virulence de cette 
souche ? Nous n’avons pas cherché a le préciser ; ce que nous 
pouvons affirmer, c’est que sa vitalité, c’est-a-dire son aptitude 
au développement dans les conditions. d’entretien habituelles 
est restée la méme. 

Nous estimons done que si telle ou telle souche dot servir 
détalon témoin, il importe que différentes précautions solent 
prises : 

Précision du milieu habituel d’entretien pour la perpétuer, le 
milieu de Dubos au Tween albumine par exemple ; 

Passage de la souche tous les trois mois par exemple, sur un 
milieu de culture différent du premier, pomme desterre, milicu 
ad Voeuf ou tout autre ; 

Passage une fois par an sur un animal de laboratoire : cobaye. 
souris, lapin. 

Faute de quoi, il sera toujours difficile de comparer les résul- 
lats des différents laboratoires, méme s'ils_ ut:hsent la méme 
souche. 

L’expérience de la souche BCG aprés son expatriement devrait 
servir d’exemple pour éviter des malentendus toujours possibles 
avec le titrage précis de M. tuberculosis aux antibiotiques. 

En résumé, outre les écarts d’appréciation dus a des tech- 
niques différentes, deux ordres de facteurs interviennent dans la 
variation des résultats lors du _ titrage de la sensibilité de 
M. tuberculosis. ; 


A, — FAacTeurs D’ORDRE INTRINSEQUE AU BACILLE. 


Ils se rapportent : 

A Vorigine de la souche : humaine, bovine, aviaire. 

A sa nature : virulente, peu virulente, avirulente pour 
Vhomme (1). 

A Vadge de la cullure au moment de son titrage : L’action des 
antibiotiques n’étant pas la méme sur des bacilles jeunes et en 
voie de prolifération accélérée que sur des bacilles déja adultes 
qui ont achevé leur cycle et dont certains sont déja sénescents 
ou morts,. 


(1) On sait que les bacilles avirulents et non pathogénes pour 
‘homme manifestent une résistance d’emblée au PAS. Nous avons 
relevé le méme comportement de tels bacilles avec VINH. 


MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 493 


Enfin, facteur trés important : 
Le nombre des bacilles vivants ensemencés lors du lilrage. 


B. — Facreurs D’oRDRE EXTRINSEOQUE AU BACILLE. 


Ils se rapportent : 

A la nature du milieu de culture : Milieux liquides, miheux 
solides, 

A la composition du milieu : Synthétique, semi-synthétique. 

Au mode de développement: Culture en profondeur, en sur- 
face homogeéne, partiellement homogéne. 

A la date de préparation du milieu et a ses aptitudes de conser- 
vation. 


IerUpE COMPARATIVE DE LA SENsIBILITE pE M. tuberculosis 
EN MILIEUX LIQUIDES ET SOLIDES. 


Conditions d’expérience. 


Comme milieux liquides nous avons utilisé : 

a) Le milieu de Dubos au Tween 80 distribué dans des tubes 
de 22 mm, additionné extemporanément de 0,5 cm* d’un mélange 
@albumine fraction V a5 p. 100 et de glucose a5 p. 100 [2]. 

b) Le milieu de Youmans distribué également en tubes de 
22 mm, additionné extemporanément de 0,5 em* de sérum le 
beeuf et sous un volume total de 5 cm* également [3). 

D’autre part, comme milieu solide, nous avons utilisé celui de 
Lowenstein modifié par Jensen [4], préparé extemporanément, 
distribué et coagulé par la chaleur quarante-cing minutes a 85°, 
en tubes de Legroux plats. 


DILUTIONS D ANTIBIOTIOUES. 


Mode habituel par dilutions progressives. La quanlité conve- 
nable & chaque tube est introduite sous un volume de 0,2 cm* 
pour Jes milieux liquides, sous un volume de 0,5 em® pour les 
milieux solides. I] est a préciser toutefois que les dilutions des- 
tinées aux milieux liquides de Dubos et de Youmans sont faites 
en eau bidistillée stérile, les dilutions destinées au milieu de 
Loéwenstein-Jensen, en eau tournesolée (indicateur de pH) a 
40 p. 1 000. 

L/imprégnation du milieu solide par lantibiotique, effectuée en 
surface et aprés la coagulation du milieu suivant la technique que 
nous avons décrite ici méme [5], évite le chauffage de lant:bio- 
lique, qui conserve ainsi toute son activilé bactériostatique 
intacle. 

La sensib:lité de M. tuberculosis est évaluée diapres la concen- 
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tration d’antibiotique au centimétre carré et non au centimetre 
cube. 

En outre, étant donné la grande surface offerte & la culture, 
50 cm? par tube de Legroux, il est trés facile de procéder a la 
numération des colonies et d’avoir une appréciation de la sensi- 
bilité de MW. tuberculosis a la fois qualitative et quantitative (2) 


RSULTATS COMPARATIFS. 


AVEC LA STREPTOMYCINE (fig. 1). — Si l’on considére la progres- 
sion de la culture en présence de cet antibiotique : 
A. Suivant Pimportance de Uinoculum, on constate que le 
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(2) Nous considérons la culture comme positive en présence d’au 
moins trois colonies bacillaires par tube. 
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rapport de progression de la culture entre les deux concentrations 
1/100 et 1/10 de milligramme est de 1 x 2,5 en Dubos, de 1 x 5 
en Youmans et de 1 x 2,5 sur Lowenstein-Jensen. 

B. Suivant la date de la lecture des résultats, en tenant compte 
du décalage d’une semaine entre culture en milieu liquide et 
culture sur milieu solide, le rapport de progression entre deux 
lectures successives est de 1 x 2 en Dubos, de 1 x 2 en You- 
mans et de 1 x 1,5 sur milieu solide. 

En conclusion, pas de différence notable entre Jes milieux de 
culture liquide et solide pour le tiltrage de la sensibilité de 
M. tuberculosis & la streptomycine. 


Avec LE PAS (fig. 2). — Suivant Vimportance de Vinoculum. 

a) Ensemencemeint avec 1/10 de milligramme de bacilles. — 
‘La progression de la culture en présence de PAS est considérable 
en Dubos et en Youmans. 

En effet, le taux bactériostatique s’¢léve d’emblée cinquante et 
cent fois plus haut que pour l’ensemencement au centiéme de 
milligramme. 

En milieu solide, le taux bactériostalique est a peine le double 
avec 1/10 de ce qu’il est avec 1/100 de milligramme. 

Par conséquent, pour le titrage de la sensibilité de M. tubercu- 
losis au PAS V’ensemencement joue un roéle considérable et le 
titrage devient illusoire, voire impossible en milieux de culture 
liquides lorsque l’inoculum dépasse 1/100 de milligramme de 
bacilles vivants pour 5 cm* de milieu de culture {6}. 

Ce facteur est pratiquement sans importance dans le titrage 
au PAS sur milieu solide. 

b) Ensemencement avec 1/100 de milligramme de bacilles. — 
En milieux liquides, plus de 10 p. 100 des souches se montrent 
aberrantes et dépassent nettement le taux bactériostatique habi- 
tuel. 

Sur milieux solides, pas de souches aberrantes, mi a cette 
concentration ni a la concentration de 1/10 de milligramme de 
bacilles. 

Cet inconvénient présenté par les milieux liquides rend parti- 
culiérement délicat et aléatoire le titrage de la sensibilité de 
M. tuberculosis dans un but clinique. 

En effet, il est plus difficile avec le PAS, qu’avec la strepto- 
mycine, d’ établir le seuil de la résistance bacillaife a signification 
clinique, les concentrations de PAS dans le sérum des malades 
en traitement étant soumises a des variations de taux considé- 
rables allant de traces indosables a 320 pg de PAS par centi- 
métre cube de sérum, ces variations élant subordonnées au mode 
d’administration, a la dose et au rythme d’absorption de la 
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drogue, outre les nombreux facteurs d’ordre individuel qui nous 


échappent. 
On est done obligé d’admettre que, quelle que soit la méthode 
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de tilrage, lappréciation de la sensibilité a cet antibiotique est 
quelque peu empirique et artificielle. 
Elle est par surcroit arbitraire chaque fois que le titrage est 
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effectué en milieu liquide et que le taux de sensibilité avant le 
début du traitement fait défaut. 

A moins qu’on n’admette que plus de 10 p. 100 des souches 
sont d’emblée résistantes au PAS. 

Or, cette hypothése se trouve infirmée par les fails observés 
par le titrage sur milieu solide. 

En effet, les titrages simultanés et paralléles de mémes souches 
et dans les mémes concentrations montrent une sensibilité normale 
en mibeu solide, alors que ces souches se comportent comme 
résistanles ou aberrantes en milieu liquide. 

D’aulre part, le Utrage a posteriori sur milieu solide montre 
que les bacilles, qui se sont développés en présence de 25 et 50 ug 
de PAS en milieu liquide, poussent A peine en présence de 1 ug 
sur milieu solide. 

Une objection est cependant formulée a l’adresse du titrage sur 
milieu solide. 

Pour quelle raison le PAS par cette méthode de titrage se 

BS revele-tal si hautement bactériostalique : 0,1 pe au lieu de 0,5 
a 2,5 ug en milieu liquide ? 

Nous pensons que le pouvoir bactériostaique accru du PAS 
sur milieu solide, par Ja méthode dimprégnation en surface, est 
da a la présence de l’antibiotique, non pas a l'état de dilution 
mais sous forme chimique normale, fins cristaux précipités a la 
surface du milieu. 

Pour expliquer la faible influence, et de Pinoculum et du temps 
d’incubation et de lVabsence de souches aberrantes, sur milieu 
solide imprégné en surface, on serait tenté de supposer que le 
PAS dans ces conditions se comporte comme un hactéricide. 

Or, deux ordres de faits sinscrivent en faux contre cette hypo- 
these. 

a) Le rep:quage de bacilles, par raclage des milieux, plusieurs 
jours aprés leur ensemencement sur des milieux neufs et nou 
imprégnés de PAS donne naissance a des colonics nettes et 
tvpiques. 

b) L’addition de PAB (acide para-amino-benzoique antagoniste 
du PAS), effectuée avant le septliéme jour suivant la date de 
V'ensemencement, ressuscite les colonies inhibées par le PAS 
presque a égalité de nombre avec le tube témoin, et ce n’est que 
lorsque lVaddition de PAB est effectuée plus tardivement que la 
proportion des colonies diminue d’autant plus que la date de 
Vaddition de PAB se trouve plus éloignée de celle de l’ensemen- 
cement des bacilles en présence de PAS. 

En outre, et pour des causes quelque peu différentes, les 
résultats aberrants du titrage en milieux de culture liquides ne 
sont pas uniquement réservés au PAS, mais également au 
TB1 [7] et & Vhydrazide de Vacide isonicotinique (INH). 


°o 6 
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Pour toutes ces raisons, nous avons été amené a: 1° Utiliser 
exclusivement, ou presque, les milieux solides pour le ttrage de 
Ja sensibilité de M. tuberculosis aux antibiotiques ; 

2° Ne pas considérer le phénoméne de la sélection comme seul 
responsable des variations de sensibilité observées en milieux Je 
culture liquides ; 

3° Chercher a préciser le role des facteurs extrinséques au 
bacille dans les variations de sensibilité aux antibiolques qui lm 
sont spéeifiques. 
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EVOLUTION ACTUELLE DES TYPES DE RESISTANCE 
AUX ANTIBIOTIQUES 
CHEZ LES STAPHYLOCOQUES PATHOGENES 


par Y. CHABBERT et G. TERRIAL. 


(Institut. Pasteur. 
Service de Microbiologie générale.) 


Lors de Vapparition de chaque antibiotique les staphylocoques 
pathogénes se sont montrés une des espéces les plus généralement 
sensibles. Mais c’est aussi parmi eux que semble s’opérer le plus 
rapidement la sélection des souches qui échappent au traitement. 

Les staphylocoques pathogénes résistants a la pénicilline par 
production de pénicillinase représentaient, avant 1947, environ 
10 p. 100 des staphylocoques isolés (Spink [82], North [25], 
Officer [26], Mead [23], Parker [28], Hamilton [47], Selbie [384], 
Gurevitch |46], Blair [4], Coocke [44], Rammelkamp [29], Ander- 
son [4], Bondi [5]). Leur proportion a augmenté ces dernieres 
années pour atteindre des pourcentages variables de 30 A 
80 p. 100 selon l’origine des souches (Harley [48], M. Barber [2, 3), 
Forbes [44], Rountree [80], R. Martin [22], Finland [42], Spink [33], 
Chabbert [8], Cairns {6]). Cette augmentation est aujourd’hui un 
phénoméne bien connu. 

Etant donné les possibilités de résistance acquise a la strepto- 
mycine et les possibilités de résistance croisée entre auréomycine, 
chloramphénicol et terramycine, d’autres types de staphylocoques 
résistants a un ou plusieurs antibiotiques sont susceptibles 
d@apparaitre et d’étre isolés avee une fréquence croissante chez 
les malades. 

Dans ce travail nous voudrions comparer des séries de résultats 
portant sur ces derniéres années, montrant l’évolution actuelle 
du probléme de l’augmentation des staphylocoques producteurs 
de pénicillinase et lapparition de types nouveaux de résistants a 
un grand nombre ou a la totalité des cing antibiotiques utilisés 


en clinique. 
MisrHopres DE DETERMINATION DE LA SENSIBILITE. 


Préntcmiine. — La résistance des staphylocoques a la pénicil- 
line étant souvent interprétée de fagon différente selon les 
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auteurs, nous avons fait une comparaison entre les méthodes de 
détermination pour 30 souches connues. 


METHODE DE DILUTION EN GELOSE. TECHNIQUE DES  STRIES 
(Waksman [85]. — La gamme de_pénicilline réalisée couvratt 
par dilution au 1/2 de 10 U. O. par milhlitre a 0,007 U. 0. par 
millilitre. Stries de 5 cm de long avec l’6se standard de 2 mm 
de diamétre. Double ensemencement pour chaque souche : le 
premier avec une culture en bouillon de quarante-huit heures, le 
second avec une dilution au 1/300 de cette culture donnant une 
bande de colonies denses mais séparces. 


MirHope DE DILUTION EN MILIEU LiguIDE. — Gamme de pénicil- 
line couvrant par dilution au 1/10 de 100 U. O. par millilitre 
a 0,01 U. O. par millilitre. Volume total, 2 mJ] de bouillon ordi- 
naire en tubes de 18 mm de diamétre. Double ensemencement 
réalisant des concentrations finales en germes par *millilitre de 
10® et 10% (Gilson et Parker [45)). 


M&THODE DE DIFFUSION EN GELOSE. TECHNIQUE DES DISQUES (Chab- 
bert [7]). — Disques séchés I. P. (série 113A; St. Londres: 
moy. 37 mm}; écart type 0,7 mm sur 40 déterminations). Gélose 
spéciale I. P. lot 7. Ensemencement double 0,05 ml par boite de 
Petri de 10 cm de diamétre d’une culture de quarante-huit heures 
et d’une dilution au 1/300 de cette culture. Etalement en surface. 
Lecture des diamétres de zones d’inhibition sur agrandisseur au 
bout de vingt-quatre heures. Observation des phénoménes de 
bordure signalés par Ingram [20] : zone fantome pour les souches 
sensibles et « squatter colonies » pour les souches résistantes, 
au bout de quarante-huit heures. 


DETERMINATION DE LA PRODUCTION DE PENICILLINASE. — Titrage 
dun mélange a parties égales d’un mélange d’une culture de 
quatre jours en bouillon avee une solution de pénicilline titrant 
2 U.O. par millilitre (M. Barber [2]) par la technique des 
cylindres et par diffusion verticale (Velu [84)). 

Ces comparaisons permettent de confirmer des notions deja 
anciennes : avec les méthodes de dilutions sériées en milieu 
liquide ou en gélose, les staphylocoques résistants producteurs 
de pénicillinase ne possédent, & proprement parler, pas de taux 
inhibiteur fixe, puisque celui-ci dépend de l’inoculum (Barber [2]). 
Les taux relativement bas obtenus avec des inoculums faibles ne 
peuvent qu’induire le clinicien en erreur et l’inciter a une éléva- 
on des doses qui sera quand méme inefficace, car ces germes 
se comportent généralement comme des résistants en clinique. I! 
est seulement nécessaire de faire le « diagnostic de staphylocoque 
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TABLEAU I. 
SOUCHES RESISTANTES 
METHODES SOUCHES SENSIBLES 
Taux 
\lutions sériées en gélose 
{techniques des sliies : 
ae 10 UO/m1: 8 S./Pour toutes les souches : taux 
MoOcwUMM Aearmess . bee 5-2 — :4 compris entre 0,05 et 0,045 
4-0,5 — 2 33 U.O/ml quel que soit l'ino- 
culum. 
2-4 — | 
| 1-0,5 — Hen 
| Inoculum 1/300. . ’ 108 
° / 4 0.50.2 ees 
0),2-0:,4 = 6 
Intions sériées en milieu 
iquide : 
| 4 | bean 400-40 U. O/ml : Ss. Pour toutes les soucbes : taux: 
He cnt Ds $0" gormes ml | 1-0,1 — 3 inférieur 4 0,1 U.O ml quel 
que soit Vinoculum. 
| 10-1 — Br al 
Inoculum 103 germes/ml . 4-04 — 2 4) 
: : : 0,4-0,01  — aa 
lifusion en gélose. Disques. | ‘Diamétre de la zone @inhibition|Diamétre de la zone d’inhibi- 
inférieur : lion supérieur : 
moculum 4%... % a 45 mm a 33 mm 
Inoculum 1/300. a 22 min a §5 mm 
joduction de pénicillinase | Posilive. Négative. 
résistant producteur de pénicillinase » (Chabbert (10)) et, pour 


cela, les méthodes de diffusion en gélose comme la technique 
des disques donnent une excellente différenciation & cause de 
| Vécart des diamétres obtenus entre les souches sensibles et les 


souches résistantes, quel que soit inoculum. De plus, les phéno- 
ménes de bordure signalés par Ingram [20] sont nets dans la 
srande majorité des cas et l’on peut facilement différencier une 
souche qui produit de la pénicillinase d’une souche qui n’en 
produit pas. 


SrrREPTOMYCINE. AUREOMYCINE. CHLORAMPHENICOL. TERRAMYCINE. 


La méthode utilisée a été la méthode du disque unique avec 
lecture semi-quantitative & Vaide d’une abaque donnant le taux 
de sensibilité en fonction de la différence de diamétre obtenue 
entre la souche test (St. Londres, coll. I. P.) et la souche a titrer 
dans des conditions identiques de milieu et d’inoculum (Chab- 
bert [9}). 

Pour éviler les difficultés d’interprétation entre les différentes 
séries de résultats, il a été considéré comme résistants 4 ces anti- 
biotiques les germes dépassant 50 wg par millilitre. 
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RESULTATS. 


Statistiques : N° 1, Ch. 1950: 211 souches isolées, en 1950, 
d’origines diverses. 

NX° 2, Sp. 1950: 104 souches titrées en 1950 par Spink [88]. 
Cet auteur ayant donné les détails des sensibilités de chaque 
souche, nous avons pu les comparer aux notres. 

Ne 3, Ch. 1951 : 66 souches isolées de janvier 1951 a juillet 
1951 provenant de malades hospitalisés. 

N° 4, Te. 1951 : 241 souches isolées en 1951 provenant de 
malades de ville. 

N° 5, Ch. 1952: 39 souches titrées d’octobre 1951 a juillet 
1952 provenant en majorité de malades hospitalisés qui étaient 
cliniquement résistants & un certain nombre d’antibiotiques. 

La comparaison entre ces différentes statistiques nous permet 
de constater Jes fails suivants : ; 

1° EvoLurioN DES POURCENTAGES DES STAPHYLOCOQUES PRODUC- 
TEURS DE PENICILLINASE. 

TaBLeau II. 


ORIGINE DES SOUCHES 


Exterieur H6pitaux 


22 p. 100 
40 p. 100 
35 p. 100 


L’élévation du pourcentage des staphylocoques producteurs de 
penicillinase par rapport a V’ensemble des staphylocoques s'est 
surtout produite en 1949 dans les hdpitaux sans atteindre de 
facon importante les malades de ]’extérieur. La différence semble 
se combler progressivement; elle est encore assez sensible. I] 
faut signaler que ces pourcentages sont susceptibles de varier 
considérablement suivant lorigine des souches. Dans certaines 
régions de France on trouve, parmi les malades non hospitalisés, 
des taux de 10 et 20 p. 100 de résistants, tandis que dans cer- 
taines maternités ils ont atteint 90 p. 100. 


2° VARIATION DES TYPES DE RESISTANCE. — Le tableau III donne, 
non pas des pourcentages de souches sensibles et résistantes 
obtenues pour chaque antibiotique, mais une répartition en types 
de résistance suivant l’ensemble des sensibilités et des résistances. 
Dans les trois premiéres statistiques qui correspondent a des 
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TaBiEau III. 
Types de résistance Pourcentages de chaque type 
Pen. Str. Aur. Chl. Ter. Ch.I950 Sp.I950 Ch.I95I Te.I95I Ch.1952 


- = = = = 35% 42 29 @ 42 % 20 % 
ie Role Gd Ss 45 27 $ 50 4o % Is 
Fe ee whe AEE 13% Ig % 16 % 9,5% I2 ¢ 
+ + + - + 0,54 =, 1,5 2,54 20 
2 + + > 1,5 - - I,2% 234% 
> - + - + I 4% 0,9% - 0, 8% 2,5% 
ah at = eh re oe 0, 5% 5,8% - 0, 4% - 
+ + = + + I¢ - - - 2,5 
autres types 2,56 5,34 4, 5% 3,6% 2% 


souches isolées en 1950 et dans les premiers mois de 195]. les 
types de beaucoup les plus fréquents sont: le type sensible a 
tous les antibiotiques, le type résistant a Ja pénicilline seule et 
le type résistant a la pénicilline et & la streptomycine. 

Dans les derniers mois de 1951 et dans les premiers mois de 
1952, le fait saillant est apparition de deux types en plus des 
précédents : 

Un type de staphylocoques résistant aux 5 antibiotiques. 

Un type restant sensible uniquement au chloramphénicol. Sen- 
sibilité du reste variable, qui peut aller depuis le taux habituel 
de 2-5 pe par millilitre jusqu’a un taux limite de 20-40 pg par 
muillilitre. 

La statistique n° 5 qui comporte un nombre important de ces 
deux types ne peut pas étre comparée aux autres, car elle a été 
faite avec des souches isolées de malades aprés échec thérapeu- 
tique de la plupart des antibiotiques, mais elle est le reflet d'un 
phénomeéne en train de se produire et que ]’on trouve déja, bien 
qu’a un degré moindre, dans la statistique n° 4 qui porte sur 
un grand nombre de souches isolées chez des malades de ville. 

Il existe une prédominance urinaire et fécale trés nette dans 
Yorigine de ces types résistants (60 p. 100), mais ils semblent 
étre aussi assez fréquents dans les lésions pulmonaires (25 p. 100). 

Quel et le mécanisme d’apparition de ces types ? 

Finland [43] avait signalé des les premiers traitements par la 
terramycine que cet antibiotique était capable de sélectionner, 
dans les flores plurimicrobiennes, des staphylocoques qui étaient 
résistants. Le fait a été retrouvé depuis et récemment, étudiant 
journellement |’évolution de la flore fécale de malades traités par 
la terramycine, nous avons pu observer l’apparition de staphy- 
locoques aprés réduction considérable du nombre des entéro- 
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bactéries. Dans un cas, nous avons obtenu un mélange des ‘ ux 
tvpes cités plus haut. Avee lauréomyecine on a pu observer le 
méme phénomeéne. Rte 

D’autre part, Herrell [49], Pansy [27], Monnier [24], RNaipai- 
nen (24] ont montré limportance de la résistance croisée entre 
auréomycine, chloramphénicol et terramycine. Pour les cocet 
Gram-positifs ils ont montré que celte résistance était absolue 
entre auréomycine et terramycine et se > produisait a: un. degre 
moindre pour le chloramphénicol. 

L’apparilion de ces deux types et leur origine sont tout a fait 
en accord avee ces faits et il est probable qu ‘ils sont suscep- 
libles de prendre naissance par résistance croisée dans le milieu 
intestinal des malades traités per os par ces anlibioliques. 


L’apparition avec une fréquence accrue d’un type de staphy- 
locoque résistant aux cing antibiotiques et d'un type restant 
sensible uniquement au chloramphénicol, si elle se confirme, 
risque de poser un probléme thérapeutique difficile a résoudre. 
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ETUDE DES FACTEURS DETERMINANT 
LE DEVELOPPEMENT DE LA PHASE LEVURE 
DE SPOROTRICHUM SCHENCKI 


par E. DROUHET et F. MARIAT (", (1). 


(Institut Pasteur, Service de Mycologte 
et de Phystologie végétale.) 


Les Sporotrichum sont des champignons pathogenes  dimor- 
phiques. Is se présentent a l’état saprophytique, sous une phase 
mycélienne (M) caraclérisée par des filaments porteurs de spores 
asexuelles ou conidies. Dans les tissus humains ou animaux 
qu’ils parasitent, on les rencontre sous la phase levure (L) que 
caractérise une forme simple, unicellulaire, bourgeonnante. Les 
éléments levures peuvent ¢tre plus ou moins allongés (formes en 
« carotte » ou en « cigare ») et plus ou moins bourgeonnés. Cette 
phase, qui s’observe in vivo, ne s’obtient in vilro qu’avec grande 
difficulié et en présence de conditions culturales complexes. 
Ainsi de Beurmann et Gougerot [4] ont obtenu la forme L de 
Sporotrichum quils appelaient « forme courte, oblongue, ovoide » 
sur un milieu glucosé, gélosé, couvert d’une épaisse couche 
de pus. Davis [2] a obtenu des résullats comparables sur un 
milieu au sang, recouvert d’une couche d’huile de paraffine. On 
a également obtenu la phase L de Sporotrichum [8] sur des 
milieux complexes a base d’organes d’animaux et contenant 
presque toujours du sang. Un milieu semi-solide, a base de 
peptones et destiné en premier leu a Ja culture de la 
phase levure d’Histoplasma capsulatum, autre champignon patho- 
géne dimorphique, a été ulilisé avec succés [4] pour l’obtention 
de la phase L de Sporotrichum. Sur milieu a base de peptone et 
en faisant intervenir un mélange d’air et d’anhydride carbonique, 
Bullen [5] a cultivé également la forme levure de Sporotrichum 
schenckt. 

Les conditions qui font qu'un champignon pathogéne dimor- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 juillet 1952. 

(1) Nous exprimons notre reconnaissance & M. le D™ Lwoff, Chef de 
Service a l'Institut Pasteur, pour l’intérét qu’il a montré A ces 
recherches. 
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phique se présente plutot sous la forme levure que sous la forme 
mycélienne sont certainement multiples. Elles sont réunies dans 
Vorganisme parasité ott la transformation M —> L a leu. Dans 
ce cas elles induisent une augmentation de la virulence du 
germe [6]. L’étude des facteurs déterminant celte transformation 
permettra de connailre par quel mécanisme un champignon 
d’ordinaire filamenteux est amené A se présenter sous un aspect 
levuriforme, ou réciproquement. 

Nickerson [7, 8] interpréte la transformation L —» M chez 
certaims champignons dimorphiques comme le résultat d'une 
inhibition sélective de la division cellulaire, sans qu il y ait 
inhibition de la croissance méme. Blastomyces dermatitidis 
et B. brasiliensis subissent la transformation M —» L_ sous 
Vinfluence unique de la température. A la température ordi- 
naire (25°), ces champignons se présentent sous la forme M, 
alors qu’a 37° ils prennent la forme L. Dans le cas d’Histo- 
plasma capsulatum, Salvin [9] montre que les groupements — S— 
et —SH d’une petite molécule organique, de préférence un acide 
aminé, suffisent & 37° a provoquer la transformation M —> L. 

Les facteurs qui, chez Sporotrichum, aboutissent a la forma- 
tion de la phase levure sont étudiés dans ce travail. 


MATERIEL ET METHODES. 


Aprés de nombreux essaigs nous avons mis au point un milieu 
liquide simple qui, agité 4 37°, donne la forme levure de Sporo- 
trichum [410] (2). Ce mileu a servi de base aux expériences 
décrites dans ce mémoire. 

Les cultures en milieu liquide sont effectuées dans des fioles 
d’Erlenmeyer de 125 cm*, contenant 10 cm* de milieu. Quand 
il y a agitation, elle est faite A raison de 100 secousses 
par minute. Les cultures sur milieu solide, gélosé a 15 p. 1 000 
sont effectuées en tubes de verre Pyrex de 180 x 18 mm. 

L’ensemencement des milieux se fait a partir d’une suspen- 
sion de levures ou de conidies de Sporotrichum schencki beur- 
mannt 32 [44]. L’inoculum est d’environ 10° germes. 

Chaque expérience est répétée plusieurs fois et les résultats 
notés aprés au moins deux repiquages sur un méme milieu, 
toutes conditions égales. La durée de chaque expérience est de 
sept jours. 

La proportion d’éléments levures dans les cultures est 


(2) Glucose, 3 g ; PO,Na,H, 1,65 g ; PO,KH,, 0,55 g ; SO,Mg, 0,25 ¢ ; 
KCl, 2,50 g ; solution d’oligo-éléments de Berthelot, X gouttes ; pyri- 
midine de la thiamine, 10—® ; biotine, 10—® ; eau bidistillée, 1 000 cm? ; 
source d’azote : hydrolysat de caséine, 10 g. 
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appréciée par un examen microscopique. Lorsque dans une 
méme culture les formes M et L coexistent, la différenciation des 
conidies et des levures est basée sur les dimensions des éléments 
ef sur lexistence de bourgeons sur les levures. 


MopbiricaTioNsS DES CONDITIONS PITYSIOQUES DE CULTURE. 


Température. — Sur le milieu liquide mentionné plus haut et 
avec agilation, la température de 387° convient le mieux a la 
production des formes L; toulefois ces formes prédominent 
nettement dans toutes les cultures effectuées entre 28° et 37°. 
En dessous de 28°, la proportion de levures dimimue avec la 
température et, & la température du laboraloire (20°), on 
n’observe que de trés rares formes levures et un abondant lacis 
de filaments. 

pH. — Des cultures a 387, dans le milieu liquide agité, sont 
faites & pH 5.3 - 6,2 - 7,1 et 8,0. A pH 7,1 le développement de 
la forme L est le alae Acauneg 


Aarration. — A 37°, Vagilation mécanique du milieu liquide 
est indispensable au développement de la forme levure. Des 
cultures stables ne permettent que la croissance de la forme M. 
Le barbotage dai (50 cm*® dair a la minute pour 20 em* de 
milieu) ne permet pas le développement de la forme L. 


CULTURES SUR MILIEU SOLIDE. — Sur le méme milieu de base, 
mais solidifié par la gélose (15 p. 1.000), on obtient la seule 
forme mycéhenne, quels que soient la température et le pHi. 


Mopirications DE LA COMPOSITION CHIMIQUE DU MILIEU. 


Le sulfate et le nitrate d’ammonium (0,3 p. 100) ne produisent, 
dans les conditions les plus favorables d’agitation, de pH et de 
température, que Ja phase mycélienne de S. scheneli. Comme 
Vhydrolysat de caséine s’était seul montré capable, dans ces 
conditions, de permettre le développement de la phase levure. 
on pouvait penser que les acides aminés dont il est composé en 
étaient responsables. Nous avons alors cultivé S. schencki en 
remplacant UVhydrolysat de caséine soit par un des acides aminés 
du tableau I, soit par tous ces acides aminés moins un, soit, 
enfin, par un mélange d’acides aminés [42] comparable a celui 
que Pon trouve dans Vhydrolysat de caséine. Danie les deux pre- 
miers cas, les acides aminés sont ajoutés au milieu de culture, 
a raison de 1 g par litre pour les formes L et de 2 g par litre 
pour les formes DL. Les expériences sont effectuées A 37° avec 
ou sans agitation, et la proportion de phosphates dans le milieu 
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Tasteau I. — Comportement de cultures de Sporotrichum schencki en 
milieu liquide agité a 37° en présence de diverses sources 
d’azote; (§) : + croissance trés faible ou nulle 3+ croissance faible; 
++ croissance abondante. (ss) : formes levures, mycélium ou 
conidies, entre trés petites quantités (+) et quasi totalité (++-). 


Morphologie (§§) 


Produits expérimentés Croissance (§) “Levures (L) Mycélium (M) Coni... 


dl-alanine ++ +4 + a. 
l-arginine ++ ape + * 
ac.l-aspartique ++ + ++ ae 
cystéine (HC1) + + ++ + 
ac.l-glutamique ++ ++ + + 
&lycocolle ++ +44 + + 
l1-histidine (HCl) +4 a ++ Pet 
dl-isoleucine + ++ + + 
dl-leucine ++ ++ + + 
l-lysine (2 HC1) + + + + 
di-méthionine + + + + 
dl-norleucine +4 ++ + + 
dl-norvaline + ++ + + 
l-ornithine (HC1) ++ ++ + + 
dl-phénylalanine ++ ++ + + 
dal-proline it + + + 
dl-sérine ++ + ++ oar 
dl-thréonine + ++ + + 
1-tryptophane + + + + 
dl-valine + ++ + + 
tyrosine + + if - 
hydrolysat de caséine(1%) ++ +++ + - 
mélange d'acides aminés 
présents duns l'hydrolysat++ +++ + - 
NO3znH4 (0,05%) + : - ++ H+ 
S04 (NH4)2 (051%) + ~ + ++ 
++ + + +++ 


asparagine (0,1%) 


est doublée pour maintenir le pH a 7,1 pendant toute la durée 
des expériences. 

En milieu liquide agité, avec le mélange des acides aminés 
présents dans Vhydrolysat de caséine, on obtient une prédomi- 


ms 
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nance des formes levures dans les cultures. Le résultat est 4 peu 
pres comparable & celui obtenu avee Vhydrolysat. Avec tous les 
acides aminés moins un (quel qu’il soit), on obtient également 
une prédominance netle de la phase L. Utilisés séparément 
Varginine, le glycocolle ou Talanine sont les acides aminés qui 
donnent les meilleurs résultats, toutefois & un moindre degré que 
Vhydrolysat de caséine. En milieu liquide non agité, ainsi qu’en 
milieu solide on n’obtient que la seule phase mycélenne, quelle 
que soit la source d’azote. 


Les acides aminés 4a groupement — SH, contrairement a ce 
qui a 66 observé pour Mistoplasma capsulatum ou pour Candida 
albicans [7], ne favorisent pas le développement de la phase L 
de Sporotrichum schencki. Divers composés 4 groupement — SH 
(cystéine, cystine, méthionine, acide thioglycolique) sont ajoutés 
aux concentrations de 0,001 M, 0,002 M, 0,003 M et 0,007 M a 
des milieux agités ou non (source d’azole : nitrate d’ammonium 
0,5 p. 1000). Ces différents produits n’ont pas permis, dans nos 
conditions d’expérience, le développement de la phase L; tout 
au plus, dans quelques fioles agitées contenant de Vacide thio- 
elycolique, obtient-on une faible proportion d’éléments levuri- 
formes, petits et pourvus de quelques bourgeons. 

Sur milieux solides, les différents composés soufrés n’ont 
jamais provoqué le développement de la phase L, et ceci que la 
source d’azote soit de Vhydrolysat de caséine, un mélange 
dacides aminés ou de |’azote minéral. 


La pyrimidine de la thiamine est un facteur essentiel de crois- 
sance pour les deux formes de Sporotrichum schenckt. La biotine 
est un facleur accessoire de croissance aussi bien pour la forme L 
que pour la forme M. En milieu liquide agité a 387° (source 
dazote : hydrolysat de caséine), la suppression de la biotine 
provoque une légére tendance a la filamentation. En milieu 
liquide non agité, comme en milieu solide, la biotine ne permet 
pas le développement de la forme L. 


INFLUENCE DE L’ ANHYDRIDE CARBONIQUE. 


Nous avons vu plus haut qu'il est possible d’obtenir la phase L 
dans un milieu hquide agité a 37° contenant soit de Vhydrolysat 
de caséine, soit divers acides aminés, en particulier |’ arginine. 
Or Vhydrolysat de caséine, ainsi que l’arginine sont des sources 
de CO, ; la biotine est connue comme fixateur de CO, [45]. Afin 
d’étudier l’influence éventuelle de Vanhydride carbonique deéja 
entrevue par Bullen [5], nous avons réalisé un certain nombre 
d’expériences sur l’action du CO, sur la transformation M —> L 
de Sporotrichum [413]. 
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Minievx Liqgumes. — On emploie le milieu de base déeril plus 
haut avec, comme source d’azote, au lieu de Vhvdrolvsat de 
caséine, soit du sulfate d’ammonium, soit de l' asparagine, soit 
de larginine (0,1 p. 100). Chacun des milieux est réparti en trois 
séries de tubes. Une des séries est cultivée avec barbolage d’un 
mélange d’air et de CO, a5 p. 100 de CO,, une autre avee bar- 
botage d’air et la derniére sans barbotage. Le milieu gazeux est 
saturé deau et porté a 387°, température a laquelle s’effectue 
lexpérience. Le débit des gaz est de l’ordre de 25 em? par 
minute dans 20 em* de milieu. Le pH (7,1) reste constant pendant 
toute la durée de Vexpérience. Le tableau II résume les résultats 
qui sont notés aprés une semaine de culture. 


Tasteau Il. — Action du barbotage d'un mélange d’air et de CO, 
(5 p. 100 de CO.) sur une culture de Sporotrichum schencki en milieu 
liquide). 


CONDITIONS DE CULTURE 
SOURCE D'AZOTE 


Barbotage Co.-air Barbotage dair Sans barbotage 


Mycélium Mycélium 
So, (NH3;‘n . . - Levures Conidies Conidies 
Asparagine. . . Levures Mycelium habe 
Ake Mycélium Mycélium 
Arginine... . Levures Contes Vnciaics 


Dans les tubes ott a barboté le mélange d’air et de CO,, scule 
la forme levure est obtenue 4 l’exclusion de tout filament, et ceci 
quelle que soit la source d’azote (fig. 1). Les éléments sont en 
général assez allongés, ils prennent la forme en « cigare » ou en 
« carotte » que Von observe d’ordinaire in vivo ; ils mesurent 
en moyenne 7,2 x 2,6 et portent de 1 a 4 bourgeons par 
élément. Dans les trois milieux oti a barboté lair, les organismes 
sont filamenteux et pourvus, en général, d’un nombre assez res- 
treint de conidies. Dans la série ott il n’y a pas eu de barbotage, 
les champignons sont également filamenteux, mais abondamment 
sporulés. Ainsi le barbotage d’un mélange d’air et de CO, dans 
un milieu & base de sulfate d’ammonium, suffit & provoquer le 


c 


développement de la phase levure de Sporotrichum. 


Minieux soLipes. — Les tubes contenant Jes milieux solides 
ensemencés (méme milieux que les milieux liquides, mais addi- 
tionnés de 15 p. 1000 de gélose) sont placés dans une enceinte 
renfermant un mélange de CO, et d’air a5 p. 100 de CO,, a la 
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pression atmosphérique. Les témoins sont cullivés soit en pre- 
sence d’air, soit en présence d’un mélange d’azote et d'air 
(5 p. 100 d’azote). Les gaz de l’enceinte sont renouvelés deux fois 
par vingt-quatre heures. 


Tasteau Ill. — Gomportement de S. schencki sur milieux solides 
en présence d'air-CO,, d’air-azote ou d’air seul. 


CONDITIONS DE Cl LTURE 


SOURCE D’AZOTE 1 


Co,-air Azote-air 
(5 p. 100 COs) (5 p. 100 Nz) 


; Mycélium Mycélium 
So, (NH,)o - - - Levures Gonidies Conidies 
Mycélium Mycélium 
Conidies Conidies 
Mycélium ‘Mycélium 
Conidies Conidies 


Asparagine. . . Levures 


ATID Gxearemr ms Levures 


L’action déterminante du CO, est ici confirmée. En effet, sur 
les milieux synthétiques eélosés le mélange CO,-air provoque 
(@emblée la phase L de Sporotrichum. Avec chacune des sources 
dazote utilisées, les cultures obtenues sont crémeuses, se 
détachent facilement du substrat, et sont constituées uniquement 
d’éléments levures bourgeonnés. En présence d’air ou du mélange 
azote-air, on obtient, sur ces mémes milieux, uniquement la 
phase mycélienne. 


Discussion. 


Il ressort de ces expériences qu'une certaine tension de CO, 
suffit a Brayediey la formation de la phase L sur milieu liquide 
ou solide. Sans apport de CO,, cette forme L peut étre obtenue 
mais en milieu liquide agité, contenant soit de Vhydrolysat de 
caséine, soit un mélange d’acides aminés, soit enfin certains 
acides aminés tels que Varginine, le glycocolle ou lalanine. 
Ces produits, par leur décarboxylation, agiraient comme source 
de CO,; il est probable que J’accumulation de Vanhydride 
carbonique dans le milieu est favorisée par l’agitation. La 
composition de Vhydrolysat de caséine particuliérement riche en 
acides aminés et en métabolites hétérocarboxyliques complé- 
mentaires [44] peut expliquer Je meilleur rendement en levures 
obtenu en sa présence. 

Parmi les acides aminés que l’on peut subtituer a lhydrolysat 
de caséine, l’arginine donne les meilleurs résultats pour obtenir en 
milieu liquide agilé, sans apport de CO,, la formation de la phase L. 
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On peut rapprocher ce fait de Vobservation de Krebs (16). 

qui suggére que larginine peut étre convertie en acide a-céto- 
amino-d- -valérianique ‘et en acide a-céto-glutamique, composés 

capables de remplacer le CO, pour la croissance de certains . 
microorganismes [47]. 

L’obtention des formes levures de Sporotrichum a cdté de fila- 
ments mycéhens sur des milieux complexes gélosés recouverts 
de pus ou d’huile de paraffine peut ceessnent étre expliquée par 
une accumulation de CQ,. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


1° Les divers facteurs suivants ont été expérimentés dans le 
but d’obtenir, sur milieu synthétique simple, la formation de la 
phase levure de Sporotrichum : température, pH, agitation, 
influence de la source d’azote et de soufre, action des vitamines, 
influence du CO,. 

2° A 37°, une tension d’anhydride carbonique correspondant 
a un mélange de 5 p. 100 de CO, dans lair permet, en milieu 
synthétique liquide ou gélosé, d’obtenir la forme levure, ceci 
quelle que soit la source d’azote. La formule du milieu est la 
suivante : glucose, 3 8 2 PO TNe,. o.00°e + PO HK, a110 or 
SO,Mg, 0,25 g; KCl, 2,5 @; pyrimidine de la Jenna: 10m s 
biotine, 10—* ; solution d’oligo-éléments de Berthelot, X coutles : 
eau, 1 000 ml. 

3° Sans apport de CO, seul un milieu liquide agité a 37° 
contenant soit de lhydrolysat de caséine, soit certains acides 
aminés, seuls ou en mélange, permet la formation d’éléments 
levuriformes. Les conditions dans lesquelles cette culture s’effectue 
permettraient une élévation de la tension du milieu en CO,, déter- 
minant la transformation M —> L. 
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EXPLICATION DE LA PLANCHE 


Fic. 4. — Schéma des éléments obtenus dans Jes conditions de culture 
du tableau 1. 1 : milieu au SO,(NH,).; 11 : milieu a asparagine a) sans barbo- 
tage; b) barbotage d’air; c) barbotage d’un mélange CO.-air. 
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NOUVELLES RECHERCHES SUR LA RESTAURATION 
INDUITE PAR LA CATALASE 
CHEZ DES BACTERIES IRRADIEES 


par Branimir MILETIC et Prgerre MORENNE (°*) 
(avec l’assistance technique de Lir1ans CHAMAILLARD). 


(Institut Pasteur. Service de Radiobiologie et de Cancérologic.) 


Certaines bactéries soumises 4 de fortes doses de rayons U. V. 
peuvent recouvrer leur aptitude 4 se diviser si, aprés lirradiation, 
on les met en contact avec de la catalase [4]. Au cours d'une 
étude récente de ce nouveau type de restauration [C. R.] (1) 
Latarjet et Caldas [2} ont mis en évidence plusieurs particularités 
inhérentes a ce phénoméne, parmi lesquelles deux ont retenu notre 
attention. 

a) La restaurabilté des cellules maintenues 4 87° aprés Virra- 
diation, persiste pendant deux heures environ, ce qui prouve que 
la catalase agit sur des substances assez stables, ou survenant tar- 
divement dans le processus évolutif de la radiolésion. Malgré 
Pabsence de restaurabilité aprés Virradiation par les rayons X, 
Latarjet et Caldas ont supposé que la catalase exerce son action 
sur des peroxydes organiques intracellulaires & vie longue, qui 
constilueraient un maillon essentiel dans les chaines de réactions 
chimiques initiées par le rayonnement. En décomposant ces 
peroxydes, la catalase interromprait les chaines conduisant a la 
stérilisation de la cellule. Pour controler cette hypothése, nous 
avons recherché d’abord si d’autres molécules organiques de 
méme type, conlenant également un noyau métallique polyvalent, 
mais dépourvues d’activité catalasique, comme Vhémoglobine 
et la chlorophylle, peuvent assurer des restaurations analogues. 
Ensuite, nous avons examiné si le pouvoir restaurant de la cata- 
lase disparait en méme temps que son activité catalasique, au 
cours d'un chauffage progressif de cet enzyme. 


(*) Société francaise de Microbiologie, séance du 3 juillet 1952. 
(1) Pour « catalase-restauration ». 
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b) Apres étude de cinq souches  bactériennes, Latarjet et 
Caldas constatérent que les deux souches lysogenes, FE. coli X.12 
et B. megatherium 899 sont efficacement restaurées par la cata- 
lase, ‘alors que les deux souches non lysogénes E. coli B et B/r 
ne le sont pas, ou trés peu. En outre, si, par entretien sur milieu 
oxalaté, on dérive du megatherium précédent une souche (Mox) 
ayant perdu le pouvoir lysogéne, la restaurabilité par la catalase 
subsiste, du moins particllement. Ainsi semble-t-il exister une 
relation entre C. R. et lysogénie, relation d’autant plus difficile a 
interpréter que Vinduction de la synthése du virus par les 
rayons U. V. chez les bactéries lysogénes, n’est en rien modifiée 
par la présence de catalase [2]. 

L’étude précédente, limitée a cing souches, ne pouvait exclure 
objection d’une coincidence fortuite. Aussi avons-nous jugé 
opportun d’étendre cette étude a d’autres souches. 


=Car a lavsoGuNin: 


Nous avons étudié la C. R. chez les bactéries suivantes : 

Pseudomonas pyocyanea souche P.13, lysogéne. 

Pseudomonas pyocyanea souches P.13 et P.13 (8), aimablement 
fournies par M. F. Jacob. La seconde est lysogéne [8, 4, 5]. La 
premiere, bien que ne libérant pas de virus actuellement détec- 
lable, est lysée, comme la seconde, par les rayons X et U. V. [4]. 

B. dysenterix Flexner, souche Y,R, trés probablement non 
lysogéne puisqu’on ne lui connait pas de bactériophage propre, et 
puisqu’elle n’est lysée par aucun des agents inducteurs connus. 

E. coli, souche B non lysogene, déja étudiée par Latarjet et 
Caldas, dont nous avons voulu vérifier le comportement. 

E. coli, souche W.12.S, dérivée non lysogéne de la souche 
lysogéne IX.12, et sensible au bactériophage % de cette derniére [6]. 
Cette souche nous fut aimablement transmise par M. J. Lederberg 
auquel on doit son isolement. 

Les expériences ont été conduites selon la technique décrite par 
Latarjet et Caldas [2]. 


Les bactéries étaient cultivées dans le milieu synthétique 56 de Monod 
pendant quinze heures a 37° avec aération. La culture, ayant atteint 
sa concentration maximum d’environ 5.10® cellules par centimétre 
cube, était diluée environ mille fois dans le milieu 56, puis soumise 


au rayonnement U. V. quasi monochromatique (), 2 537 A) d’une lampe 
& vapeur de mercure Mazda a basse pression. L’intensité du rayonne- 
nement au niveau de la préparation, contrdlée par un dosimétre photo- 
électrique, variait de 1000 A 2000 ergs mm—2 minute—!, selon les 
expériences. Une petite quantité de la suspension irradiée était ense- 
mencée sur milieu synthétique solide (milieu 56 gélosé A 1,5 p. 100), 


CATALASE CHEZ DES BACTERIES IRRADIEES 317 


avec et sans catalase (2). Il s’agissait de catalase Armour dont le coef- 
ficient de pureté K 7., défini selon Euler et Josephson [8], a été mesuré 
dans notre laboratoire par le D™ Morin qui, utilisant la méthode de 
Herbert et Pinsent [9], a trouvé : 


Kip a7 800. 


La concentration pondérale de ce produit dans la suspension bacté- 
rienne finalement étalée sur gélose était égale 4 3.10—5, soit 30 micro- 
grammes par gramme de suspension. Dans la suite de ce texte, les 
quantités de catalase seront exprimées en concentrations de ce produit 
impur. Avant leur mise en incubation A 37°, certaines des boites 
ensemencées recevaient une dose de lumiére insuffisante pour produire 
une photo-restauration notable, mais suffisante pour favoriser l’action 
de la catalase. La source utilisée était une lampe & vapeur de mercure 
a haute pression qui émet principalement des radiations U. V. de 
grandes longueurs d’onde et des radiations visibles. 

La méme dose de lumiére (exposition de deux minutes 4 20 cm) était 
donnée dans la plupart des cas. Toutefois, pour certaines bactéries 
fortement photo-restaurables (B et Y,R), cette dose a dd étre réduite 
au 1/4 (tableau IV) de sa valeur. 


Les expériences, répétées de cing a dix fois sur chaque bactérie, 
ont donné des résultats que Pon peut résumer comme suit : 

a) Les deux bactéries lysogénes P.18 et P.13 (8) sont restaurées 
par la catalase (tableaux I et IL) selon des modalités semblables a 
celles qui ont été observées sur Wk.12 [2]. Les deux bactéries non 
lysogénes Y,R et B ne sont pas restaurées (tableaux III et IV). 
Enfin, la bactérie k.12 S non lysogéne, dérivée de la souche 
lvsogéne K.12, est aussi restaurable que cette derniére (tableau V). 
Ces résultats confirment donc enti¢érement ceux de, Latarjet et 
Caldas, en sorte que la relation observée entre C. R. et lysogénie 
repose maintenant sur neuf souches bactériennes. 

b) Les deux souches B et Y,R, non restaurées par la catalase, 
sont beaucoup plus photorestaurables que les autres, au point qu’on 
a du réduire la quantité de lumiére visible habituellement admi- 
nistrée a titre d’adjuvant, laquelle donnait une photorestauration 
trop élevée, qui risquait de masquer une C. R. éventuelle. Ainsi, 
apres irradiation U. V., les bactéries non lysogenes apparaissent 
nettement plus photorestaurables que les bactéries lysogénes ; en 
revanche, elles ne sont pas restaurées par la catalase (du moins 
dans nos conditions expérimentales). 

c) La C. R. revét des ampleurs comparables chez toutes les 
bactéries sensibles étudiées, le taux optimum de restauration 


(2) On peut laver les bactéries irradiées, avant de les ensemencer, 
de facon a se débarrasser du milieu de suspension irradié. Cette opéra- 
tion ne modifie pas sensiblement les résultats, la catalase agissant ici 
sur le milieu intracellulaire et non sur le milieu de suspension. 
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TaBLeAv 1. — C.R. de P.13. 


3 


8 xX 10° bactéries par cm 


1250 ergs mm7 2 


0,1 em® (8 x 10° bectéries) par boite 


Nombre de colonies 


Sans catalase Avec catalase 


Obscurité 


Lumiére 


TasLeau Il. — C,R. de P.43 (8). 


1x10’ bectéries per om? 
UVic 2 (1250 eres mm~= 


0,1 cm? (1x10° bactéries) par boite 


Nombre de colonies 


Sans catalase Avec catalase 


Obscurité 


Lumiére 


étant en général de quelques centaines, et atteignant exception- 
nellement quelques millers (tableau V). Ce taux optimum cor- 
respond a des taux de survie compris entre 10—* et 10—%. Les 
doses d’U. V. plus fortes, comme les doses plus faibles. 
conduisent a des taux de reslauration plus bas. 
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Tasigau MI. — C.R. de Y,R. 


YgR : 3 x 105 bactéries par em?” | 


Essai : 0,1 cm? (3 x 10° bactéries) par boite 


Nombre de colonies 


Sans catalase Avec catalase 


Dose 1625 ergs mn~* 


Obscurité 


Lumiére 


Dose 2125 ergs mm 


Obvscurité 
Lumiére (1/4 


TasLeau IV. — C.R. de B. 


B” Sonex 108 bactéries per om? 


UVic OCU eres mm~= 


0,1 em? (3 x 10° vactéries) per boite 


Nombre de colonies 


Sans catalase |Avec catalse 


Obscurité 


121 


Lumiére (1/6) 


Lumiére (1) 
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Tasteau V. — G.R. de K.128S. 


5 x 10° bactéries per em? 


On em par boite 


Nombre de colonies 
Sens catalase Avec catalase 


U.V. : 1375 ergs mm-* - Essai aprés dilution 100 fois 


Obscurité 


Lumiére 


Ua. « 2750) ergs mm72 - Essai aprés dilution 10 fois 


Obscurité 


Lumiére 


U.V. : 2250 ergs mm7* - Pas de dilution 


Obscurité aL 2140 


Lumiére 8 3050 | 


d) Mais la restaurabilité dune souche donnée varie d’un jour 
a Pautre selon des facteurs que nous n’avons pu controler. Chez 
la souche Ix.12 5S, qui se comporte comme la plus stable a cet 
égard, une culture entretenue sur bouillon gélosé se montre peu 
restaurable. Sa restaurabilité augmente progressivement au cours 
de repiquages successifs sur milieu synthétique, pour atteindre 
un optimum a peu prés stable aprés 5 a 6 repiquages. L’aptitude 
a la C.R. dépend probablement de certaines substances inter- 
venant a doses trés faibles pour élablir certains équilibres a des 
niveaux différents. Nous nous sommes demandé s'il ne s’agirait 
pas de métaux, qui existent toujours sous forme d’impuretés dans 
les produits des milieux synthétiques de croissance, ou qui 
souillent la verrerie utilisée. A titre d’expérience préliminaire, 
el sans précipiter préalablement ces impuretés, nous avons fait 


pousser les bactéries P.13 et P.13(8) en présence d’un 
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excés (M/40 000) soit de zine, soit de. manganése. Leur C. R. 
men a pas été modifiée de facon notable, mais ces expériences 
mériteraient d’élre reprises avec plus de soin et avee d'autres 
mélaux, en se placant notamment dans les conditions précisées 
par Lwoff [7] ot Véquilibre cationique du milieu cellulaire 
établit, ou, au contraire, supprime l’aptitude a Vinduction chez 
ces bactéries lysogénes. 

e) La catalase, pour manifester son action, ne requiert pas la 
méme aide de la lumiére chez les diverses souches. Déja Latarjet 
et Caldas avaient remarqué que la C. R. a Vobsecurité se produit 
toujours chez B. megatherium 899, et rarement chez E. coli K.12. 
De méme, K.12 S se montre beaucoup plus restaurable a l’obseu- 
rilé que Pseudomonas pyocyanea et K.12 (expériences comparées 
faites dans les mémes conditions). De fait, W.12S, comme 
B. megatherium 899, est’ restauré presque aussi efficacement 
a Vobscurité qu’a la lumiére. 


IJ. — Pas DE RESTAURATION 
AVEC L HEMOGLOBINE ET LA CIILOROPHYLLE. 


Il nous a semblé utile d’examiner si des molécules organiques 
a’ noyau métallique, mais dépourvues d’activilé catalasique, 
comme Vhémoglobme et la chlorophylle, produisent ou non le 
méme genre d’effet restaurant que la catalase. Nous avons ainsi 
utilisé, selon la méme technique, divers échantillons d’hémoglo- 
bine cristallisée et de chlorophylle Rhone-Poulene & des concen- 
trations variant de 10—* a 10—°. Dans tous les cas les résultats 
sont restés négatifs (tableau VI). 


Il]. — Essats DE RESTAURATION AVEC LA CATALASE) GHANUFFEER: 


Si, en accord avec lexpérience précédente, et conformément a 
Vhypothése de Latarjet et Caldas [2], la C. R. est lée a une 
action sur des peroxydes a vie longue créés par J irradia- 
tion U. V. du protoplasme cellulaire, le pouvoir restaurant de 
Venzyme doit disparaitre au cours de son chauffage progressif, 
en méme temps que son activite. 

Apres divers essais préliminaires, nous avons choisi les échan- 
tillons suivants de catalase chauffée en solution aqueuse 

1 catalase non chautfée (témoin). 
Il catalase chauffée 30 minutes 4 55°. 


Ill catalase chauffée 40 minutes a 55°. 
1V catalase chauflée 40 minutes a 65°. 


Ces échantillons ont été testés d’abord pour leur activité, par 
le D® Morin dans notre laboratoire suivant la méthode de Euler 
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et Josephson [8] modifiée par Herbert et Pinsent [9]. Les résultats 
de plusieurs expériences ont donné les valeurs moyennes 
sulvantes : 


; ACTIVITE EXPRIMEE TAUX 
ECHANTILLONS par le coefficient dinactivation 

de pureté K. /. p- 100 

] 7 500 0 

Il 6 000 20 

Ill 4 250 43 


IV 0 100 


Parallélement, des expériences de restauration ont été faites 
sur K.12 S avec ces divers échantillons, la concentration pondé- 
rale du produit mis au contact des bactéries irradiées étant 
toujours maintenue a sa valeur habituelle de 3.10-°. Il ressort 
de ces expériences, dont le tableau VII donne un exemple, 
quapreés le chauffage & 55° pendant trente minutes, l’activité res- 
taurante n’est en rien diminuée, maleré une inactivation de 
20 p. 100; lorsque inactivation est de 43 p. 100, on observe 
déja une baisse notable de la restauration ; enfin, la catalase 
inactivée complétement & 65° ne posséde plus de pouvoir res- 
taurant. 

Ces expériences s’inscrivent done en faveur de l’hypothése 
formulée. 

IV. — PRorecTION PAR LA CATALASE. 


Dans les expériences de restauration, on met la catalase au 
contact des cellules aprés Virradiation. Si, au leu d’opérer 
ainsi, on ajoute Ja catalase a la suspension bactérienne avant 
Virradiation, quelque protection se manifeste, semblable a celle 
que produisent de nombreuses autres substances qui, générale- 
ment, ont pour effet de bloquer certains des premiers produits 
a vie courte de Virradiation. En introduisant la catalase a la 
concentration habituelle de 3.10—*, on obtient une faible protec- 
tion. Par exemple, dans l’expérience décrite au tableau VIII, le 
taux de cette protection, égal a 3 (45/15), reste trés inférieur 
au taux de restauration, égal a 68 (1 020/15). Encore n’est-il pas 
certain que ce que nous appelons ici « protection » soit autre 
chose qu'une trés faible « restauration » due 4 un résidu de cata- 
lase encore disponible aprés Virradiation. En tous cas, ainsi que 
Latarjet et Caldas l’ont remarqué, Vabsence d’une protection 
plus efficace prouve qu’aprés lirradiation la catalase ne se 
trouve plus disponible pour exercer son effet restaurant, soit 
que irradiation lait détruite, soit qu’elle l’ait engagée dans des 
combinaisons stables. 

a) On peut écarter Vidée d'une destruction de la catalase par 
Virradiation. En effet, une solution aqueuse de lenzyme, préala- 
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Tasreau VIIl. — UV sur K.42S : Essais de protection 
et de restauration par la catalase (C) 


Be laeoy wisy hae 10° hactéries par em? en suspension dans l'eau physidlogique 


U.V. =: 1875 ergs mm72 


essais : 0,1 em? (1 x 109 bactéries) par boite 


Nombre de colonies 


Obscurité Luriére 


Témoin 
irradié sans C 


étalé sans C 


Restaureation 
irradié sans C 


étalé avec GC 3.1079 


Frotection 
‘irradié avee C 3.1079 


‘étalé sens C 


Protection par C en excés 
{suivie de resteuration per 
l'excés de C) 


irradié avec C 3.1074 


étalé sens C 


Protection + Restauration 


irradié avec C 3.1074 


étalé avec C 3. 107° 


blement soumise a la méme dose de rayons U. V., restaure aussi 
efficacement que la solution non irradiée (tableau IX). 

D’aprés cette expérience, les doses U. V. utilisées ne détruisent 
pas la catalase ; par conséquent, la disparition de l’activité en 
milieu organique irradié, telle qu’on l’observe lors des expé- 
riences dites de protection, ot le milieu organique est le proto- 
plasme cellulaire lui-méme, provient probablement du _ blocage 
de la catalase par certaines molécules que Virradiation U. V. 
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Tapteau IX. — S R. avec catalase préalablement irradiée. 


K.12 S Ba mbes 10° bectéries par em? 


Use : 2200 ergs mm 


Essais chan Olas em? (1 x 10° bactéries) par boite 


bo ee ee 


Nombre de colonies 


Avec catalase préalable- 
ment irradiée en solutio 
aqgueuse 2200 ergs mm72 


Avec catalase 
ordinaire 


Sans 
catalase 


Obscurité 


Lumiére 


formerait dans ce milieu et ne forme pas en milieu minéral. Cette 
importante question fait l’objet de recherches en cours. 

b) Si on ajoule un excés (8.10—*) de catalase avant | irradia- 
tion, la totalité n’en est pas bloquée, et une certaine quantité 


en reste disponible pour assurer une restauration notable 
(tableau VIII). 


CONCLUSIONS. 


1° Nos résultats confirment la relation, mise en évidence par 
Latarjet et Caldas, qui semble exister entre la restaurabilité d’une 
souche bactérienne par la catalase et sa lysogénie, A savoir que, 
parmi les souches étudiées 

— les souches non lysogénes ne sont pas restaurées ; 

— les souches lysogénes sont restaurées ; 

— en perdant son pouvoir lysogéne, une souche conserve sa 
restaurabilité. 

2° L’hémoglobine et la chlorophylle, molécules apparentées a 
la catalase, mais dépourvues d’activité catalasique, sont dépour- 
vues de pouvoir restaurant. 

3° Quand on inactive la catalase par un chauifage pro- 
gressif, son pouvoir restaurant disparait en méme temps que son 
activité. 

Ces deux résultats s’inscrivent en faveur de l’hypothése pré- 
cédemment formulée par Latarjet et Caldas, d’aprés laquelle la 
catalase exercerait son action restaurante sur des peroxydes a vie 
longue créés par Virradiation U. V. du protoplasme bactérien. 
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ESSAI DE DOSAGE DES ANTIGENES SOMATIQUES 
AU SEIN DE S. 7YPHI/ 


Il. — DOSAGE DE L’ANTIGENE O 
DANS DES MICROBES DE NOMBREUSES SOUCHES DE 5S. 7/YPH/ 


par A.-M. STAUB et R. COMBES (°). 


(Institut Pasteur, Service des Vaceins.) 


Dans un précédent mémoire [6] nous avons indiqués une méthode 
qui permettait de doser fidélement la teneur en polyoside spéci- 
fique de la souche de S. typhi O 901. Le choix de cette souche 
nous avait été diclé par la simplicité de sa constitution anti- 
génique, puisqu’elle ne contient ni antigene H, ni antigene Vi. II 
fallait nous assurer que la méthode pouvait s’appliquer aussi a 
des souches contenant les antigénes O, H, Vi. D’autre part, la 
constance des résultats oblenus, aussi bien avec la souche O 901 
quavee d'autres souches, ne nous avait pas incitées a rechercher 
si une partie de |’antigéne se trouvait perdue, soit dans le bouillon, 
soit dans les eaux de lavage. L’affirmation de Felix [4] dans un 
récent article, qu'une telle perte pouvait se produire, nous amena 
apres vérification & modifier légérement notre méthode. 

L’ensemble de ces recherches fera l’objet de ce mémoire, a la 
fin duquel figureront les premiers résultats fournis par l’appli- 
cation de notre méthode 4 quelques souches entretenues dans le 
laboratoire. 


MATERIEL ET TECHNIQUES. — Nous avons ulilisé comme maté- 
riel : le sérum antityphoidique de cheval n° 834 du premier 
Mémoire, les nombreuses souches typhiques qui font partie de 
la collection du service des vaccins. 

Les techniques utilisées ont été décrites dans notre premier 
article [6}. Nous rappellerons pour mémoire la technique du 
dosage. 

Les bacilles recueillis soit sur gélose, soit par centrifugation 
d'une culture de dix-huit heures en bouillon, convenablement lavés 
par une solution de NaCl a 0,9 p. 100 (solution physiologique) 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 juin 1952. 
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(2 lavages], sont mis en suspension de la facon la plus homogéne 
possible dans de l’eau distillée. Les suspensions utilisées conte- 
naient aux environs de 50 milliards de germes par centimétre cube 
(lecture de l’opacité au photométre Meunier), richesse générale- 
ment atteinte lorsqu’on récolte 2 boites de Roux avee 35 cm® de 
solution physiologique (1). 

Deux prélévements de 0,5 cm* servent au dosage de l’azote, puis 
on hydrolyse 30 cm* de suspension additionnés de 7,5 cm* d’acide 
acétique normal au bain-marie bouillant pendant deux heures, 
dans un ballon muni d’un réfrigérant ascendant (2). Apres refroi- 
dissement et centrifugation, on garde le surnageant ; puis le culot, 
repris par 30 cm* d’eau distillée et additionné de 7,5 cm* d’acide 
acétique normal, est hydrolysé une seconde fois dans les mémes 
conditions que la premiére hydrolyse. Les deux surnageants sont 
alors réunis et neutralisés par de la lessive de soude ; il se forme 
un précipité qui est éliminé et le liquide clair est précipité par 
9 volumes d’alcool éthylique absolu (distillé afin d’éviter les impu- 
retés graisseuses éventuelles). Aprés un séjour de deux ou trois 
heures a |’étuve a 37°, ou de quinze heures a Ja température du 
laboratoire, on centrifuge ; le précipité dissous dans de l’eau dis- 
lillée est centrifugé pour éliminer la partie insoluble, et précipité 
une seconde fois dans les mémes conditions. Ce deuxiéme 
précipité est desséché sous vide sur P,O,, puis repris dans 
exactement 30 cm* de solution physiologique, en sorte que 1 cm* 
corresponde 4 1 cm* de suspension microbienne de départ. On 
effectue alors le titrage immunochimique de cet extrait. 


RESULTATS EXPERIMENTAUX. 


A. VALIDITE DE LA METHODE DECRITE POUR LA soucHE O 901. — 
Pour que la méthode s’applique aux souches plus complexes, il 
fallait que les extraits précipitent strictement les anticorps anti- 
polyosidiques, a l’exclusion des autres ; 

Oue l’extraction de l’antigéne soit complete dans ce cas comme 
dans celui de la souche simple O 901, 

Oue les résultats soient aussi fidéles qu’avec la souche O 901. 


1° Une premiére expérience qualitative nous montra que les 
extraits d’une souche contenant les deux antigenes O et H 


(1) Nous avons pu vérifier que la concentration en germes importe 
peu, le résultat final étant le méme avec 3 suspensions contenant 25, 
50 ou 84 milliards de germes. 

(2) Cette concentration en acide correspond 4 une dilution N/d ; elle 
est optimum : des concentrations inférieures (N/20) n’extraient qu’une 
trés faible quantité de polyoside, et des concentrations supérieures (N) 


le détruisent. 


530 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


(souche T 50-5), ou les trois anligénes O, H, Vi (souche at 802) ne 
précipitent pas le sérum épuisé par le polyoside typhique. L’étude 
quantitative de la précipitation du sérum par ces extraits nous 
montra de plus qu’il y avait concordance parfaite entre la courbe 
obtenue et celle fournie par le méme sérum et le polyoside 
purifié (fig. 1). 

La précipitation observée était donc bien due uniquement au 
polyoside présent. Il faut penser que l’hydrolyse acide a compleé- 
tement détruit les groupements de l’antigene H capables de 


Hg AAcote du précipite 


ug de polyaside oy cms dextrait 


Fic. 1. — Précipitation du sérum antityphoidique de cheval 
par le polyoside purifié et les extraits. 


@, précipités obtenus avec le polyoside purifié; O, précipités obtenus avec 
Vextrait de la souche Ty9.(0,H, Vi) cultivée en bouillon; X, précipités obtenus 
avec l’extrait de la souche Teo (0,H, Vi) cultivée sur gélose. 


s’unir aux anticorps homologues présents pourtant dans le 
sérum (titre en agglutinines II 1 25 000), et que la présence éven- 
tuelle de l’antigéne Vi ne modifie pas les propriétés des extraits 
vis-a-vis du sérum utilisé (préparé avec les deux souches, H 901 
et O 901). 

2° L’étude des hydrolyses successives des suspensions de 
germes O 901 nous montra [6] qu’é la deuxiéme hydrolyse, on 
obtenait encore 2 p. 100 du polyoside fourni par la premiére 
hydrolyse, mais que la troisieme hydrolyse ne donnait plus 
que 0,4 p. 100 de la premiére, erreur négligeable. La méme étude 
effectuée sur une suspension des germes T 3-52 particuliérement 
riches en polyoside et contenant, outre Vantigéne QO, les anti- 
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genes H et Vi, montra que 1a encore, la troisieme hydrolyse ne 
fournissait qu'une quantité négligeable de polyoside inférieure 
aux erreurs inhérentes a la méthode (0,3 4 0,4 p. 100 de la 
premiére) et qu'il était done inutile de pratiquer plus de deux 
hydrolyses sur la suspension bactérienne a titrer. 

3° La fidélité de la méthode appliquée a différentes souches 
entretenues depuis plus ou moins longtemps au laboratoire ressort 
de l’examen du tableau I. 


TasLeau I. — Dosage du polyoside dans les germes lavés 
de quelques souches §, typhi. 


Souche Formule Date du titrage P/N x 100 
|} antigénique 


QO 901 Moyenne de 
(ancienne) (6) 


O 901 Février 
(nouvelle) Mars 


Octobre 50-51-51-51 
Novembre 41 


Octobre 26-22-27-268 
Septembre 27-29 
Novembre 22 
Décembre 35) 


Février 26-28-28 


Février 


Février 
Mars 
Mars 
Mars 


Juin 
Septembre 


Juin 
Septembre 
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On constate d’une part que les résultats sont plus particulié- 
rement constants lorsqu’on travaille le méme jour (comparer T 
50-5, octobre 1950, et les autres résultats obtenus avec cette 
souche), d’autre part que les formes V et W d’une méme souche 
donnent les mémes résultats, la présence de lantigene Vi ne 
eénant en rien le dosage. 


B. INFLUENCE DU LAVAGE DES GERMES SUR LE RESULTAT. — Dans 
une premiére expérience, nous avons recherché si Vhydrolyse du 
bouillon et des eaux de lavage (filtrés sur bougie) fournissait le 
polyoside spécifique en quantité dosable. Nous avons done traité 
ceux-ci exactement suivant la technique utilisée pour le dosage du 
polyoside dans les germes. Les résultats du tableau I montrent 
que si l’eau du deuxiéme lavage ne contient plus de polyoside 
spécifique, celle du premier lavage, ainsi que le bouillon, en 
contiennent en quantité suffisante pour fausser les résultats de 
notre dosage. : 


TasLeau Il. — Pertes de polyoside au cours des lavages des germes. 


Polyoside Titré 


Culture en Bouillon Gélose 
lséuitntes ou 
i surnageant de la récolte, 1 mg 0,4 mg 


1° lavage 


i 
{ 
Fra totale 


| Azote des germes récol- 
tése.. 


% de perte 


Ss 


La perte totale dosée correspond 4 7 p. 100 du polyoside dosé 
dans les germes, ce qui est certainement inférieur a la réalité 
puisque la filtrauon sur bougie retient une quantité importante 
d’antigene. 

Une étude similaire sur la solution saline ayant servi a récolter 
les germes cultivés sur gélose et les eaux de lavage apres filtration 
sur bougie montra que “dans ce cas le deuxiéme. lavage contenait 
autant de polyoside que le premier et le surnageant de la récolle. 
La perte totale, stirement supérieure a celle que nous avons 
observée (6 p. 100), ne peut pas étre négligéc. 


a 
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Pour extraire la totalité du polyoside d’une culture en milieu 
liquide il nous fallait done hydrolyser directement les germes 
dans le bouillon; mais comment, dans ces conditions, doser 
azote des germes qui nous sert de terme de comparaison ? 

Nous avons essayé de savoir si la précipitation fractionnée par 
Yalcool pouvait précipiter la totalité de l’antigéne en laissant en 
solution les substances azotées du bouillon susceptibles de fausser 
notre dosage. L’expérience nous montra alors que l’addition 
de 2 volumes d’alcool au bouillon stérile ne produisait aucun 
précipité, comme cela se produisait avec 5 volumes. Nous avons 
done précipité par 2 volumes d’alcool le bouillon ot avaient 
cultivé les germes aprés élimination de ceux-ci (précipité I), puis 
nous avons ajouté 3 autres volumes d’alcool au surnageant de 
cette premiére précipitation (précipité Il). Ces deux  précipités 
desséchés ont été remis en suspension dans l’eau distillée et hydro- 
lysés suivant la technique habituelle. La précipitation du sérum 
antityphoidique par les extraits finalement obtenus montra que 
la totalité du’ polyoside se trouvait dans le précipité I obtenu 
avec 2 volumes d’alcool, l’extrait fourni par le précipilé II ne 
précipitant pas l’immunsérum antityphoidique (schéma). 

BOUILLON FILTRAT DE CULTURE 


ai 
2 volumes d’alcool. Pas de précipité. | Surnageant ———_——\ Précipité 1 
| contient lantigéne. 


§ Aisin 
+ Précipité IL 
3 volumes d’alcool. Précipité. ne contient pas 
Vantigéne. 

Pour obtenir la total:té du polyoside, il suffit done de précipiter 
Ja culture microbienne par 2 volumes d’alcool. Le précipité est 
repris dans un volume connu d’eau et précipité une seconde fois 
par 2 volumes d’alcool, afin d’éliminer au mieux |’azote provenant 
du bouillon, lavé a lalcool et desséché. 'La poudre séche obtenue 
est facilement remise en suspension homogéne. On _ poursuit 
alors les dosages d’azote et les hydrolyses comme sur les germes 
lavés. 

L’expérience montra que le méme traitement d’une suspension 
microbienne obtenue sur gélose n’entrainait aucune substance 
étrangére au germe capable de précipiter | immunsérum (préparé 
avec des microbes cultivés en bouillon) et une quantité infime de 
substances inertes. La seule erreur possible consisterait dans 
V’azote de ces substances, ce qui ne pourrait qu’abaisscr légé- 
polyoside 


rement le rapport ne donner que plus de signifi- 


azote 

cation aux différences observées entre les valeurs obtenues 
par précipitation directe des germes ou apres lavages de 
ceux-ci (tableau III). 
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T: Il. — Dosage du polyoside dans les germes lavés, 
i OBeR DEES Sneak kt atin alcoolique (méthode directe. 
100 x P/N 
Germes | Mét. Dates 
lavés | Directe 


Pe 802 (O-H-Vi) 22 
bouillon 
2 
id 


Novembre 


Décembre 
Janvier 


| 

gélose BY Décembre 
| 27 Janvier 
Tae it ikea as 

ie 222 bouillon 27 Novembre 
O.-H- Vi 22 Décembré 


;T 252 Gélose - Janvier 


| O=-H Février 
——aaa Bs aes es 

|v 3/52 Gélose 71 | Janvier 

- 78 Février 

O- H 69 = 70 jler Mars 


a aes eee ees 

|T 37/51 Gélose 70 ! Janvier 

| O-HVI 65 EP 

& 38/51 Gélose 79 | Janvier 1952 
O-~H-ViL 68 i Février 195e 


La comparaison entre les résultats des titrages obtenus par 
cette méthode « directe » et ceux obtenus a partir des germes lavés 
de la méme culture de 2 souches de S. typhi (T 802 et T 122 
[tableau III] montre bien toujours un excés en faveur de la 
méthode « directe », surtout lorsque les germes ont été recueillis 
sur gélose. Ce mode de culture fournit des rapports P/N trés 
supérieurs & ceux obtenus aprés culture en bouillon, contrai- 
rement 4 ce que nous avons observé avec le germe O 901 [6). 

L’examen de ce méme tableau montre aussi gue, comme 
pour les dosages aprés lavage des germes, la méthode directe 
fournit des valeurs de P/N absolument identiques lorsque les 
dosages sont effectués 4 la méme date (T 222, décembre 1951 ; 
T 38/52, 1% mars). On observe par contre de légéres différences 
lorsque les dosages sont effectués a des intervalles de quelques 
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semaines, et ces différences sont d’autant plus importantes que les 
germes sont plus riches en polyoside (T 88/51). 


Discussion. 


Les résultats expérimentaux que nous venons d’exposer posent 
plusieurs problémes d’ordre général ou pratique : 

Tout d’abord, d’ow vient Vantigéne trouvé dans les lavages des 
germes et dans le bouillon de culture ? Trois explications s’offrent 
a nous. 

1° L’antigéne soluble est plus superficiel que celui qui reste 
aprés lavage. Ceci semble peu vraisemblable car la proportion 
nest pas toujours la méme: de 10 p. 100 généralement dans 
les germes cultivés en bouillon, la fraction soluble . peut 
attemdre 20 p. 100 dans les germes cultivés sur gélose (T 802, 
décembre 1951, tableau III). On comprend mal de telles différences 
dans la constitution antigénique des germes. 

2° L’antigéene soluble provient de la lyse d’une partie des 
germes qui l’auraient libéré dans le milieu ambiant. Cette expli- 
calion cadre mal avec les résultats obtenus tant avec le bouillon 
qu’avec la gélose. On trouve en effet 1 mg de polyoside dans 
les 500 cm* de bouillon et 0,72 mg encore dans les premiéres eaux 
de lavages, et ceci aprés filtration sur bougie qui en a strement 
retenu une partie ; on peut donc considérer qu’il y a autant d’anti- 
gene au lavage du culot, retenant au maximum 10 cm* de bouillon, 
que dans les 500 cm® de culture, ce qui est incompatible avec l’idée 
d’un antigene soluble retenu dans le culot aprés centrifugation. Le 
méme raisonnement s’appliquerait d’ailleurs aux résultats obtenus 
avec les eaux du deuxiéme lavage des germes recueillis sur gélose 
qui contiennent autant de polyoside que le surnageant de la 
récolte. 

3° L’antigéne soluble provient de germes_ sénescents, plus 
facilement lysables au cours des lavages que les germes jeunes. 
Dubos a souligné dans son livre sur La Cellule microbienne la 
diversité morphologique et physiologique qu’offrent les germes 
au cours de leur croissance. Nous travaillons sur des cultures 
assez Agées et Levadili et Augier [4] ont montré qu’apres dix heures 
la moilié des germes cultivés en bouillon montraient des caractéres 
de sénescence. Il serait intéressant d’étudier la proportion de 
Vantigéne soluble en fonction de l’age de la culture ; c’est ce que 
nous nous proposons de faire dams un prochain travail. 

Doit-on, dans la pratique, laver les germes avant de doser l’an- 
ligene quwils contiennent ? Non évidemment, si l’antigéne éliminé 
par le lavage fait partie intégrante d’eux-mémes, c’est-a-dire dans 
le cas des premiére et troisiéme hypothéses. Oui, s’il s’agit d’un 
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produit de dégradation non antigénique, seul un dosage du 
polyoside contenu dans les germes intacts ayant de l’intérét. 
Nous avons dit quels arguments nous aménent a considérer 
comme peu vraisemblable cette explication. 

D’autre part, expérience nous a montré que l’injection des eaux 
de lavage aprés filtration sur bougie déterminait chez le lapin 
lapparition d’agglutinines a des titres aussi élevés que |’injection 
des microbes tués par la chaleur. I s’agit donc bien d’un antigéne. 
Reste A savoir si la teneur en polyoside ne varie pas au cours de 
la croissance du microbe. Ceci fera aussi lobjet d’un travail 
ullérieur. Quoi qu'il en soit, la constance des résultats obtenus 
avec une méme souche, lorsqu’elle est culltivée dans les mémes 
conditions, permet de tirer déja quelques conclusions pratiques. 

1° Il existe des différences importantes d’une souche a l'autre, 
le rapport P/N pouvant varier de 0,25 4 0,79 (tableau III, 
méthode directe). Les teneurs les plus élevées en polyoside, 
correspondant aux valeurs les plus fortes de ce rapport, sont le 
propre généralement de souches récemment isolées (T 50-5 [juin], 
Pisie. Tisha,” [ os/ob). quelle que soit leur formule anti- 
génique, puisque les deux premiéres de ces souches ne contiennent 
pas l’antigéne Vi et que les deux autres le contiennent. Ceci 
correspond au diagnostic fournt par le bactériologiste aprés 
examen macroscopique des colonies, le rapport P/N étant d’autant 
plus élevé que l’aspect de celles-ci est plus typiquement « smooth ». 
Toutefois, nous avons eu une exception avec la souche T 2/52 qui, 
récemment isolée elle aussi, nous fut donnée comme typiquement 
« smooth » et ne fournit qu’un rapport P/N de 0,33 a la premiére 
analyse. Il est vrai que celui-ci était remonté a 0,45 un mois plus 
lard, mais restait encore bien inférieur aux valeurs obtenues pour 
les autres souches T 3/52, T 37/51 et “T 38/51. Il seraw inte= 
ressant de rechercher s'il existe entre les deux souches T 2/52 
et T 3/52 une différence physiologique (virulence, toxicité), 
rapport avec la différence entre leur teneur en antigéne O. 

2° La teneur en polyoside d’une méme souche varie d’un titrage 
a l’autre, méme si l’on a soin de partir pour ensemencer la culture 
a titrer, de colonies ayant aussi parfaitement que possible la mor- 
phologie des colonies « smooth ». Généralement, les souches riches 
voient assez rapidement baisser leur teneur en polyoside (T 50-5, 
juin et octobre). On peut done conclure que les souches entretenues 
au laboratoire sont perpétuellement en voie de dissociation, les 
germes tendant & perdre de plus en plus leur antigéne 
somatique O. 

Dans l’ignorance ot nous sommes encore du (ou des) facteur 
antigénique actif dans la vaccination de homme, il est admis 
qu’un vaccin doit contenir des souches riches en antigane O et Vi. 
La méthode que nous apportons doit done étre dans ce sens un 
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instrument utile pour évaluer la richesse des souches utilisées 
dans l’un au moins de ces antigénes. 

Felix utilise dans le méme but une technique de dosage basée 
sur absorption par les germes des agglutinines d’un sérum anti- 
typhoidique. Or, on sait en immunologie que la réponse des ani- 
maux est essentiellement variable et que les agglulinines sont des 
mélanges d’anticorps qualitativement distincts : des sérums agglu- 
tinant au méme taux une suspension microbienne peuvent donc 
tres bien contenir en quantité fort différente ces anticorps. Les 
résultats de saturation ne valent done que pour un sérum donné ; 
ils ne sont que relatifs. Un autre laboratoire voulant étudier une 
souche nouvelle devra la comparer a une souche ancienne en 
s’assurant encore (mais comment avec cetle méthode) que celle-ci 
est toujours aussi riche en antigéne. 

Par contre, le dosage du polyoside immunologiquement iden- 
tique d’une extraction a l’autre [4] et d’une souche a l’autre [5] 
donne des valeurs absolues comparables d’un laboratoire a |’autre. 
Il permet aussi une précision qu’on ne peut attendre d’expériences 
d’absorption se basant sur des lectures d’agglutination dont on 
connait le peu de précision et la variation suivant les suspensions 
de microbes utilisées. 


RESUME. 


1° La méthode mise au point pour doser le polyoside somatique O 
au sein de la souche S. typhi O 901 (0+ Vi — H —) s’applique a 
toutes les souches typhiques contenant, en plus de J’antigéne O, 
soit l’antigéne H, soit les deux antigénes Vi et H. Elle garde toute 
sa fidélité et permet d’évaluer quantitativement la teneur des 
germes en polyoside O. 

2° Le lavage des germes, préalable 4 |’extraction, élimine une 
partie du polyoside [soit que cette partie se trouve dans une zone 
plus superficielle des germes, soit, plus probablement, qu’une 
partie des germes perdent plus facilement leur antigéne soma- 
tique (lyse ou sénescence)]. 

3° Les souches récemment isolées des malades sont les plus 
riches en polyoside somalique, leur teneur pouvant étre triple de 
la teneur de certaines souches entretenues depuis longtemps au 
laboratoire. Ce taux élevé baisse rapidement au cours des repi- 
quages d’entretien. Ces résultats sont en général (mais pas tou- 
jours) paralléles a ceux fournis par Vobservation du microbio- 
logiste (aspect plus ou moins lisse des colonies). 


Ce travail a été effectué en collaboration étroite avec M™° Grabar et 
M. Le Minor qui nous ont fourni les souches et ont surveillé leurs carac- 
teres morphologiques. Nous tenons A les en remercier trés vivement. 
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ETUDES SUR LES FORMES RUGUEUSES 
DES SALMONELLES 


par Mme S. BEGUIN et M=* J. GRABAR (*). 


(Institut Pasteur. Service des Vaccins.) 


La découverte de la dissociation des Entérobactériacées en 
mutants lisses et rugueux dale de fort longtemps, puisque, dés 
1898, Ch. Nicolle [26] a signalé que les cultures en bouillon de 
certaines souches de B. typhique peuvent se présenter sous les 
deux aspects différents, typiques de l’état S et de l’état R. 
Toutefois, l'étude de ces variantes rugueuses a été beaucoup 
moins approfondie que celle des formes lisses d’ot elles dérivent. 
De nombreux auteurs, en effet [33, 6, 16, 23, 19, 34, 17, 13], ont 
montré que le passage de l'état S a l’état R entraine une perte 
de virulence des germes et une diminution de leur pouvoir vacci- 
nant; d’ou Vintérét atténué quils présentent en pathologie et en 
immunologie. 

Mais c’est précisément parce qu'il est nécessaire de choisir, 
pour la préparation des vaccins, des souches sous leur forme 
totalement lisse, qu’1l nous a paru ulile d’étudier certains aspects 
des formes rugueuses, afin de les éliminer d’une maniére cer- 
taine. Car si, dans la nature, ces variantes représentent |’excep- 
tion, dans les Jaboratoires ot l’on conserve des collections de 
souches on observe fréquemment ce passage de l'état S des 
germes a ]’état R. 

Nous étudierons ici les différentes propriétés qui caractérisent 
l'état R apres avoir recherché le meilleur moyen d’obtenir une 
forme rugueuse 4a partir d’une forme lisse. 


MuTATION DE L’ETAT S a L’ETAT R. 


Si la dissociation bactérienne des formes S en formes R est 
un phénoméne qui peut survenir spontanément sans_ raison 
connue, il est possible aussi de le provoquer artificiellement. 
De nombreux procédés ont été préconisés : tels que la culture en 
aérobiose, ou en anaérobiose par exemple [27]; ou encore la 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 juillet 1952. 
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culture en milieu additionné soit de saccharine [27], soit de 
grosses proportions de peptone [45] soit de glucose [44], soit de 
phénol [45], soit d’immun-sérum anti-O préparé a partir de la 
souche étudiée [84, 4, 9]. Certains auteurs ont fait  varier les 
intervalles de temps entre les repiquages [45, 20, 28, 7]. D’autres 
ont étudié Vaction de passages sur animaux [44]. 

Les conclusions de toutes ces expériences sont parfois contra- 
dictoires, et il apparait difficile d’en dégager une technique sure 
pour obtenir la mutation de l’état S en état R. Toutefois, il nous 
a semblé que le procédé du vieillissement, l’addition de sérum 
anti-O au bouillon de culture et l’emploi de milieux hyperto- 
niques avaient donné les meilleurs résultats. C’est pourquoi nous 
avons expérimenté parallélement les trois méthodes. 


‘TECHNIQUES EMPLOYEES. 


1° MérHopr DE VIEILLISSEMENT. — C’est le procédé le plus 
simple. 

La souche est ensemencée en bouillon ordinaire a pH = 7,5, 
et la culture laissée pendant huit 4 dix jours a l|’étuve a 37°. 
Ce temps écoulé, un isolement sur gélose ordinaire, en boite de 
Petri, permet de choisir, aprés vingt-quatre heures, la colonie 
qui semble se rapprocher le plus de l’état R (aspect plus ou 
moins mat; irrégularité des bords plus ou moins prononcée. 
agglutination en eau physiologique plus ou moins rapide). Celle-ci 
est alors repiquée en bouillon ordinaire, qui reste de nouveau 
une semaine a |’étuve. 

Ces opérations sont ainsi répétées jusqu’a ce que toutes les 
colonies obtenues aprés l’isolement soien! d’aspect identique R, 
en méme temps que le bouillon de repiquage reste trés clair 
au-dessus du dépdt caractéristique, et que l’agglutination en eau 
physiologique a lieu immédiatement. 

On effectue alors la recherche de la teneur en antigéne O (elle 
doit étre nulle) d’aprés la technique de Boivin et Mesrobeanu [40], 
les réactions de Millon, ’épreuve a la trypaflavine, etc. 

Si tous les tests sont positifs, on peut considérer que la souche 
est totalement R. Sinon, on continue encore les cultures en 
bouillon, jusqu’a ce que les germes possédent, réunis, tous les 
caractéres de l'état R. ; 

2° EMPLOI DU BOUILLON HYPERTONIQUE. — La souche S a étudier 
est ensemencée dans du bouillon ordinaire a pH 7,5, mais conte- 
nant 20 p. 1000 de ClINa au leu de 5 p. 1000, puis reste 
a l’étuve pendant quarante-huit heures. Aprés un isolement sur 
gélose ordinaire, en boite de Petri, comme dans la premiére tech- 
nique, la colonie la plus irréguliére est choisie, au bout de 
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vingt-quatre heures, pour étre repiquée dans le bouillon hyper- 
tonique. Le surlendemain, nouvel isolement, etc., jusqu’a |’ obten- 
tion — quand elle est possible — de la transformation typique. 


3° EMPLOI DU BOUILLON ADDITIONNE DE SERUM ANTI-O. — C’est la 
méthode qui semble la plus rationnelle. Sven Gard [82] empéche 
le développement de l’une des deux phases de l’antigéne H des 
Salmonelles en cultivant les germes en présence de sérum corres- 
pondant a la phase a inhiber. Or, le passage de l’état S a l’état R 
s’accompagne d’une perte de l’antigéne O. I] semble donc logique 
d’espérer que l’addition de sérum anti-O, au milieu de culture, 
empéchera le développement de cet antigéne O; et les colonies 
obtenues seront alors formées de germes a l'état R. 

Le bouillon ordinaire est done additionné de sérum anti-O 
correspondant au groupe des souches étudiées. La quantité 
ajoutée est telle que la dilution finale du sérum dans le milieu 
est égale au titre dudit sérum en agglutinines O. 

On procéde ensuite, avec ce milieu, exactement de la méme 
maniére qu’avec le bouillon hypertonique. 


EXPERIENCES. 


Prévoyant un certain nombre d’échecs, nous sommes parties 
de 31 souches, dont certaines, d’ailleurs, étaient déja R. 


Groupe An(para A) ss 5,/o a0 skeen ee a) nt ee OD 
Groupe B (para B) . . . 6 
Groupe C (8 para G, 4 Thompson variété Berlin, 1 Newport 
ae EE Grtc RIGO pie, Uhl Sts AS Reine hs lw AO 
GROUpPOSEAISMELY Deere eta ees se yee a ae ee neti tO 


Voici nos résultats, résumés dans les tableaux I, IJ, III et IV. 

L’expression « résultat partiel » signifie que la souche a acquis 
certaines propriétés de l'état R, tout en conservant des carac- 
teres de l’état S. 

Le mot « échec » signifie que nous n’avons pas observé le 
moindre changement morphologique ou culturel chez les germes 
étudiés. 

Discussion. 


De l’examen des tableaux I, II, III et IV, il ressort que sur 
31 souches, 8 étant déja R au départ, nous avons tenté sur les 
23 restantes d’obtenir la transformation S-R et avons réussi avec 
seulement 5 d’entre elles. On rencontre donc de grosses difficultés 
pour provoquer cette dissociation bactérienne fait d’ailleurs anté- 
rieurement mentionné par Gaselitz en 1949 [24). Toutefois, nous 
devons reconnailre que, pour la plupart des souches restantes, 
nous n’avons pas continué nos repiquages. 
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TABLRAU I 


Vieillissement Bouillon hypertonique Bouillon-sérum 


R spontanée 


es) 


spontanée 


R spontanée 


15 jours 
Colonies réguliéres | 
Bouillon : gros dépét avec 

surn, + trouble 
Bau phy, ¢ + 

résultats + 


mais partiels 
2 mois 


Rés. identiques 


5 passages - échec | 5 passages = éche 


8 jours 2 passages 
R__typique. 3 passages - échec & colon, agglut, dente 
en eau physiol, 


résultats trés partiel 


15 jours 4 esas rs 
R__typique eau phye : I z 
Bouillon = avec surn, tres D passages 


bo 


trouble. 
Résultat partiel 


1 mois 4 passages 8 passages 
échec échec échec 


Bien que les transformations obtenues n’aient été que par- 
lielles, il semble que nous puissions dégager quelques conclu- 
sions ‘de ces expériences : 

1° Ainsi que Vont observé de nombreux auteurs (30, 27, 
24, 3, elc.], le passage de la variante S a la variante R ne se 
fait généralement pas d’une facon brutale. Et une souche peut 
acquérir des propriétés de l’état R tout en conservant des carac- 
téres de l’état S. 

2° Il est relativement aisé d’obtenir des colonies mates, irré- 
gulieres, dont les germes sont agglutinés par l’eau phy siologique. 

Mais la culture en bouillon acquiert trés difficilement l’aspect 
typiquement R (exemple : B 503, B575, C308, C 201,-C 208, 
C 202). 

8° Les passages en bouillon ayer n’ont donné des 
résultats que cing fois sur 23 (24 p. 100): 8 partiels (13 p. 100), 
2 complets (8,5 p. 100). Une seule fois, avee C 203, ce milieu 
a provyoqué une transformation, alors qu’avec le  bouillon- 
sérum, on enregistra:t un échec. Mais avec les autres souches, 


typique 
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TaRLEav II. 


Vieillissement Bouillon hypertonique Bouillon sérum 


1 mois 4 passages 8 passages 
échec échec échec 


1 mois 
Colonies agglut, en eau 8 passages 
oe mais eee colonies mates irrégul, 
mbées, & surf. 4 passages = échec {} eauphys, -— 
brillante : 
Bouillon léger dépét avec 
surn, trouble 


résultat partiel 


Résultat partiel 


cee See as Se 
3 15_jours 
Colonies mates, irrégui, 
Bau phys. + 
Bouillon surne trouble 5 passages = échec 8 passages = échec 
2 mois 


résultat ident. 
résultat partiel 


8 passages 
échece 


5 passages 
échec 


3 semaines 
échec 


4 15_jours 3 passages 2 passages 
Colonies brill, & rondes mémes résultats que par mémes 
Bau phys, + { vieillissement Résultats partiels 
Bouillon surn, trouble Résultat partiel 


Résultat partiel 


le bouillon-sérum a agi aussi bien, sinon mieux; et, dans 
tous les cas, par le vieillissement, on a obtenu une réponse 
paralléle. 

4° Le bouillon-sérum fournit des résultats légérement meilleurs 
que ceux du milieu hypertonique. I] a eu une action sept fois 
sur 23 (30 p. 100), obtenant 4 résultats complets (17 p. 100) et 
3 résultats partiels (13 p. 100). Mais, comme précédemment, 
chaque fois que dans le bouillon-sérum apparaissait un chan- 
gement, par veillissement il en était de méme. 

5° Par le procédé du veillissement, on a enregistré un succes, 
total ou partiel, quatorze fois sur 23 (60,8 p. 100), l’échec se 
rencontrant principalement avec le groupe D (S. typhi). Et c’est 
par ce procédé que nous avons obtenu les 5 transformations 
totales. 

Il semble done que, pour obtenir les formes R des Salmonelles 
A partir des formes lisses, il suffit de laisser simplement vieillir, 
a l’étuve a 37°, les cultures en bouillon ordinaire a pH 7,5 en 
sélectionnant, tous les huit ou dix jours, aprés_ isolement 
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TasLeau IIT 
e 
Souches Vieillissement Bouillon hypertonique Bouillon-sérur 
C 201 8 jours 
Colonies : S en génér, mais 
qques col, & surf, 
bril, avec bords 5 passages 8 passages 
trés irrég. se dé- échec échec 
tachant mal. 
Bau phys. + 
Bouillon : surn, trouble 
Résultat partiel 
C 407 8 jours ; 
Résultat partiel 5 passaches — échec 8 passages — échi 
du méme ordre que pour C 201 
2 passages a papsage 
échec : R_ Typique 
2 passages 2 passages 
R_typique R_typique 
C 404 8 jours 2 passages 2 passages 
R_typique R_typique R typigue 
C 203 8 jours 2 passages 
Colonies surf, + mate colonies plates, irrég, 
eau phys, + eau phys, + lentement 4 passages 
bouillon surn, trouble bouillon surn, trouble échec 
Résultat partiel Résultat partiel 


sur gélose ordinaire, les colonies qui semblent se rapprocher le 
plus de Vétat R. 

Nous avons, par la suite, appliqué ce procédé aux souches 
« Essen 173 » et « Panama » devenues, spontanément, partiel- 
lement R. Nous les avons transformées en souches compleéte- 
ment R en quinze jours, ce qui porte le pourcentage de succes 
de la technique a 64 p. 100. 

Nous devons, toutefois, faire une réserve : nous aurions désiré 
avoir un nombre plus considérable de S. paratyphi B rugueuses, 
et nous avons continué les repiquages hebdomadaires en bouillon 
et la sélection des colonies pendant des mois. Nous avons aban- 
donné sans étre finalement parvenues A obtenir une seule souche 
intégralement R. Certes, les colonies avaient une allure beaucoup 
plus proche de l'état R que de l'état S ; les germes étaient agglu- 
tinés par l'eau physiologique ; la réaction de Millon était posi- 
live; mais la culture en bouillon troublait toujours celui-ci, 
malgré la formation d’un dépot important au fond du tube ; et 


- 


ypson var, Berlin 
port var, Porto rico 
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TaBLEAu IV. 
Vieillissement Bouillon hypertonique Bouillon-sérum 
15 jours 
Colonies rondes, bombées, 
bril, mais se 4 passages 4 passages 
détach, mal échec échec 


eau phys, + immédiatement 
bouillon surn, trouble 


Résultat partiel 
R spontante 


1 mois =- échec | 4 passages - échec 4 passages 


3 semaines 
apparence S mais eau phys. 


+ trés lentement. 4 passages 4 passages 
Faible résultat partiel échec échec 


R spontané6es» 


les souches possédaient encore une petite quantité d’antigéne O 
facilement extrait par la technique de Boivin [45]. 

On doit done considérer que le facteur « sensibilité indivi- 
duelle » de chaque souche a4 transformer est essentie]l et 
comptera, pour la réussite, au moins autant que la technique 
adoptée (ceci avait, d’ailleurs, été déja signalé par Savage [40] 
et par Boivin [42]). Mais comme cette « résistance individuelle » 
est A peu prés impossible a évaluer, il nous parait bien difficile, 
quelle que soit la technique employée, de prévoir le temps 
nécessaire pour obtenir une transformation intégrale, et le pour- 
centage de succés. 

Aprés avoir ainsi réuni une certaine collection de souches R, 
nous avons entrepris l’étude des caracléres morphologiques et 
culturels spécifiques de cet état R. 


CARACTERES DE L ETAT R. 


En général, dés qu’une souche agglutine spontanément en solu- 
tion saline a 0,8 p. 100, on a coutume de la considérer comme 


- 


échec 
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une souche R. Cependant (nous l’avons constaté dans le paragraphe 
précédent), elle peut encore avoir gardé nombre de caractéres 
de l’état S. Entre la variante lisse et celle typiquement rugueuse, 
viennent s’intercaler toutes les variantes intermédiaires, de clas- 
sement parfois difficile. 

Désirant étudier les caractéres propres 4 l’état R, nous avons 
donc délibérément écarté, au cours de notre tavail, ces formes 
imparfaitement définies, ne conservant que des germes de forme 
totalement rugueuse. 

Quels sont, alors, leurs caractéres ? 


1° Aspect pEs coLtonies. — Les colonies des formes rugueuses, 
de grandeur légérement supérieure a celle des formes lisses, 
sont mates, A bords trés irréguliérement.festonnés, a surface 
plate et plissée (aspect classique en peau d’orange). Elles 
adhérent trés fortement a la gélose. . 


2° AsPECT DE LA CULTURE EN BOUILLON. — Une souche typi- 
quement R pousse en bouillon ordinaire (et en général, dans tout 
autre milieu liquide) en formant un dépdt plus ou moins 
important au fond du tube de culture, le surnageant demeurant 
parfaitement clair. 


3° AGGLUTINATION EN EAU PHYSIOLOGIQUE. — Les formes R agglu- 
tinent spontanément en eau physiologique contenant 0,8 p. 100 
de ClNa. 


4° AGGLUTINATION DANS LA SOLUTION DE TRYPAFLAVINE OU DE 
GONACRINE (solution au 1/500 en eau physiologique). — La trypa- 
flavine et la gonacrine agglutinent immédiatement les formes R. 
Toutefois, ces réactifs ayant la méme action sur les souches 
lisses de bacilles typiques V (formes O inagglutinables a anti- 
gene V1), on ne peut accorder beaucoup d’intérét a ce test, tout au 
moins pour les souches de S. typhi. 


5° AcTION DU REACTIF DE Mitton. — La réaction de Millon, avec 
les souches R, est positive. C’est-a-dire que, une minute aprés 
avoir sorti les tubes du bain-marie, les germes sont agglutinés, 
tombent au fond du tube, formant un abondant précipité, et le 
surnageant se clarifie rapidement. 


6° TENEUR EN ANTIGENE O. — Boivin et Mesrobeanu [10, 44] ont 
montré que les formes R ne contiennent pas d’intigéne O. Ils 
considérent que c’est précisément V’absence de cet antigéne qui 
constitue la différence essentielle entre une souche S et une 
souche R. 
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Ce sont 1a les tests classiques pour vérifier si une souche est 
rugueuse. Nous en avons ajouté un septi¢me, dont |’étude fait 
Yobjet dun développement spécial : l’agglutination acide. 


7° AGGLUTINATION ACIDE. — Michaelis [25], Jaffé [24] et 
Arkwright [4, 2 et 5] se sont, les premiers, occupés du compor- 
tement du bacille typhique dans des solutions tampons a diffé- 
rents pH ; Scholtens [29], travaillant également avec S. typhi, 
a repris leurs travaux et voici ses conclusions : 

1° L’agglutination acide dépend des antigénes. 

2° Dans le cas du bacille typhique, une zone d’agglutination 
acide dépend de Vantigéne H. Elle se situe aux alentours 
de. pH = 4,3. 

3° Une deuxiéme zone dépend de l’antigéne Vi. Elle se situe 
maepll t= 2;2)ow plus) bas: 

Afin de rechercher si lantigéne R pouvait également étre la 
cause d’une agglutination du méme ordre, nous avons été amenées 
a étudier, a notre tour, cette réaction. 


MATERIEL ET TECHNIQUES UTILISES. 


1° SoLutions TAMPpons. — Nous avons établi une gamme de 
solutions tampons de pH différents : 

Pour les pH compris entre 1,41 et 1,52, nous avons utilisé 
les solutions tampons de Sdrensen préparées selon le protocole 
suivant a partir de : 

1° Acide chlorhydrique 0,1 N ; 

2° Une solution avec : acide citrique, 24,0089 ; soude, 200 cm? ; 
eau distillée, 1 1. 


ClH N/10 SOLUTION CITRATE pH 
8 cm? 2 cm? 1,44 
ernie: 3 cm 4,52 


Pour les pH compris entre 2,25 et 4,9, nous avons préparé 
les solutions en appliquant les techniques indiquées par 
Scholtens [29]. 

Pour les pH compris entre 5 et 5,4, nous avons employé les 
solutions tampons de Mc Ilvaine’s standard obtenues a partir des 
solutions de phosphate disodique 0,2 .M et acide citrique 0,1 M 
mélangées dans les proportions indiquées ci-dessous : 


PO,Na.H 0,2 M ACIDE CITRIQUE 0,1 M pu 
10,30 cm’ 9,70 5 
10,72 cm? 9,28 Ege 
aliliegullsy (erenkz 8,85 5,4 
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2° Suspensions BACTI:RTENNES : Nous les préparons a partir 
de souches « entrainées » par 5 ou 6 passages en eélose molle, 
en tubes de Craigie. (Ces nombreux repiquages sont ‘inutiles pour 
étude du comportement des souches R dans ces solutions 
tampons ; mais indispensables si l’on désire des souches tres 
riches en antigeéne H, fait essentiel dans certaines de nos expe- 
riences). La culture de vinet-quatre heures sur gélose ordinaire 
est émulsionnée dans une certaine quantité d’eau distillée, de 
facon & obtenir une suspension titrant 1 milhard de germes par 
centimetre cube (si le titre est moindre, le phénoméne d’agelu- 
tinalion est plus difficilement interprétable). 

Lorsque, pour certains de nos essais, nous avons eu a uli- 
liser des souches lisses, nous avons toujours vérifié, a Vaide des 
sérums saturés spécifiques, la présence des antigeénes O et H des 
souches par agglutination sur lame. 


4 
20 


3° AGGLUTINATION acIDE. — La technique est, celle de 
Michaelis [86]: & 1 cm*® de la suspension bactérienne en eau 
distillée, on ajoute 0,5 cm*® des différentes solutions tampons. 
Apres agitation pour faciliter le mélange, on laisse les portoirs 
de tubes. a la température du laboratoire pendant vingt-quatre 
heures. On lit alors les résultats 4 Voeil nu. 

Si la réponse est négative, le liquide est uniformément trouble, 
sans le moindre dépot au fond du tube (c’est ainsi que doivent se 
présenter les témoins : simple suspension, en eau distillée, des 
germes étudiés). 

Si la réponse est positive, les bacilles sont réunis « agglutinés » 
en flocons laches ou en grumeaux compacts, au fond du tube et 
le surnageant est plus ou moins lmpide 

Suivant les souches on observe tous les degrés de clarification 
du surnageant. Considérant la réaction au point de vue quanti- 
tatif, nous avons noté 3 croix les résultats ou le surnageant était 
parfaitement limpide, au-dessus d’un gros amas de germes, au 
fond du tube ; 2 croix signifient que le dépot est considérable, 
mais certains bacilles étant restés en suspension, le liquide est 
translucide ; enfin 1 croix correspond a un dépot trés faible 
(stries fines, mais nettes) avec un surnageant demeuré trouble, 
homogéne. 

Le ‘dépot observé dans les réactions positives est trés fragile : 
les germes sont trés facilement remis en suspension ; aussi, avant 


toute lecture, doit-on veiller soigneusement a ne pas agiter les 
tubes. 


OBSERVATIONS PERSONNELLES. 


Nous avons, tout d’abord, essayé de reproduire les expé- 
riences déja réalisées précédemment par Scholtens [29] a ce 
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sujet et nos résultats ont été semblables a ceux qu il avait 
observés ; en particulier nous avons pu vérifier que la présence 
de Pantigene H«d» est la cause d’une agglutination acide entre 
pH = 3,7 et pH = 4,6, soit en moyenne a Dilis=, 4S: 

Il nous a alors paru intéressant de rechercher si cette ageluti- 
nation acide due a l’antigéne H n’avait lieu qu’avec S. typhi ou 
bien si on pouvait reproduire le phénoméne avec d’autres 
Salmonelles. 

Nous avons donc refait les expériences avec toutes les souches 
que nous possédions des groupes A, B, C et D; ces souches 
venaient, pour la plupart, du Centre International des Salmonelles 
de Copenhague. 

Nous avons rassemblé les résultats oblenus avec les souches 
des groupes B et C dans les tableaux V et VI, que nous cilons a 
litre d’exemple ; ceux qui ont été observés avec les souches des 
groupes A et D leur étaient en tous points comparables. Nous 
avons noté 3 croix les agglutinations ot le surnageant était tota- 
lement clarifié, tous les germes étant agglutinés; 2 croix et 
1 croix celles ot l’agglutination partielle des germes laissait le 
liquide encore plus ou moins trouble ; « + » signifie que l’agglu- 


tination était a peine visible. 


~~flaggl. s/lame dans 
4 sérums spécif . 
Souches 


TABLEAU Y. 


S20) U Coen Ss) dul G ROoU 2b) 6 


Agglutin.en tubes 4 des pH. variables 


Silat) Uy ayaa? Ic kas 4,6 [4,94 
sa i ete aise) rma eae el LS 
ds rechavaléta a ++ = * = = Pe = 
Bispebjerg a ++ = + f + + gs 
abortus equi “2 2 i = e es | 
Java b+ - + + vm = =) 
non spécifique|| b + =- ++ dk * = Zs 
leissheim b +++ = +4 + = = 3 
reb eh +++ - ++ +++] +44!) = = | 
ding eh + = S fe Pe) ey sie 
ster eh +++ - ++ ++ +44] = - 
Diego eh ++ - - + ++ - | = 
by fg +++ ++ ++ ++ | +44] tt4 + 
an 175 gm +++ - + +H] +44] - = 
apest gt ++ - - ++ +H - = 
iu, 1406 i+ = +44 +44] = - - 
loney Live - ++ ++] - - - | 
adenburg l,v ++ - - + + - - 
(ee Sa ieee ee ee ee eee) 


— 1. 
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Tasieau VI. 


S10 UNG Hes 'S)du Ger OS USP a ieaG 


aggl. s/lame dans 


Souches sérums spécif . 
3. Oslo 
>. para C 408 i c+ 
se ch,suis I Lo 
3.ch, suis 1348 1,9 
somita 1,9 
lontevideo 623 eau 
Thompson var. 1,5 

Berlin 
Potsdam ee enzlod ++ 
-apuana enzl5 + 
Jareilly 1,5 + 
yranienburg 
fi kawasima enzl5 + 
fennessee z 29 aggl., pas faite 
juenchen d + Dye t 
lanhattan eau ph + 
lowport(porto- 

rico eh = 1,2 +++ 
lewport 563 eh +++ ij2c = 
uesseldorf eau ph + 
fallahassee eau ph, = 


L’examen de ces tableaux indique nettcment que, 4 deux ou 
trois exceptions prés: Arechavaleta (gr. B); Newport Porto 
Rico (gr. C), agglutination acide 4 pH = + 4, due a l’antigéne H 
et constatée jJusqu’icl uniquement pour S. typhi, se produit avec 
n'importe quelle autre Salmonelle, & condition que cette derniére 
soit riche en antigéne H (d’ou lobligation, déja signalée, d’un 
entrainement prolongé des souches en gélose molle). 

On peut méme observer un certain parallélisme entre la teneur 
plus ou moins importante d’une souche en antigéne H (évaluée 
trés approximativement par l’aspect de l’agglutination dans les 
sérums spécifiques et indiquée avec un nombre variable de croix) 
et l’action plus ou moins considérable des solutions tampons. 
Une agglutination totale dans les sérums correspond souvent A 
une réaction acide notée 2 ou 3 croix : Bareilly (gr. C), New- 
port 563 (gr. C), Zagreb (gr. B), Essen 1738 (gr. B), etc ; et une 
agglutination partielle dans les sérums peut faire prévoir une 
faible réaction dans les solutions tampons : Papuana (gr. OC), 
cholere suis 1348 (gr. C). Nous voyons méme que ces solutions 
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tampons n’ont aucune action sur les souches trés faiblement ageglu- 
tinées par les sérums : Abortus equi (gr. B), B. morbificans 
(gr. C). — Cette derniére espéce n’est pas mentionnée dans le 
tableau cité. 

Restent inexpliqués encore, cependant, les résultats donnés 
par quelques souches : Montevideo 623 (gr C), Manhattan (gr. C), 
Duesseldorf (gr. C), Derby (gr. B). Ils seront discutés ultérieu- 
rement. 

Etudions les réactions des souches R — totalement R — dans 
les solutions tampons. Le tableau VII résume les résultats. 


Tasieau VII. 


Souches agg. s/ 


s lame en , Agglutinations en tubes dans solutions tampons de pH 
Sich 3935 [357] 5 15932} 5s 
A 104 Je ++] - silo = 
A 102 + +++ | ++ Se ee = 
A4 + t+] - Ss = 
4 503 + +++] ++ =a fase ~ 
B3 + H+ | = -|- - 
Hssen 173 - ae +++ | + 3 | = = 
5 301 + it ras ls = 
Cc 404 + ++] — = tS = 
S 406 i eegt sae) =i ice = 
Bain | * Te pa 
Newport 4 ep Hed cat He eee Nhe es 
Porto Rico 
Panama ap fete Se | = 
tT 68 a eS - =e 
T 346 - Smee Nc Se = 
Re 4 +++ HH Pee 
Sorensen Citrate Michaelis Acétate Michaelis Mc Ilvainc 


Nous voyons que, sans aucune exception, toutes les souches R 
sont totalement agglutinées entre pH = 1,9 et pH = 3,35. Les 
formes rugueuses ne possédent que l’antigéne R et Vantigéne H. 
L’antigéne ciliaire étant responsable d°une agelutination acide 
a pH = + 4,15, la réaction qui a lieu entre pH = 1,9 et pH = 3,35 
est donc fort probablement imputable a Vantigene R. Les 
quelques résultats positifs observés a des pH supérieurs pour 
certaines souches (A102; A503; Thomson variété Berlin; les 
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3 S. typhi) sont certainement dus a l’antigéne IH de ces bacilles, 
alors que les autres souches R, peu mobiles, n’ont pas réagi. 

Les agglutinations dans cette zone, observées avec les souches 
citées plus haut : Manhattan (gr. C), Duesseldorf (gr. C), 
Derby (gr. B) nous paraissent alors vraisemblablement dues au 
fait que les souches étaient sous une forme rugueuse, a un degré 
plus ou moins avancé ; une agglutination positive en eau physio- 
logique confirme d’ailleurs cette hypothése. 

Certaines espéeces, cependant : Montevideo 623 (gr. C), Vir- 
ginia (gr. C), Sendai (gr. D) — ces deux derniéres espéces ne 
sont pas indiquées dans les tableaux cités — ne possédent aucun 
des caractéres classiques de l'état R: Vagglutination en eau. 
physiologique, la réaction de Millon, etc., sont négatives. Une 
seule explication, alors, nous parait plausible: c’est la grande 
sensibilité du test d’ agglutination acide, sensibilité supérieure & 
celle de toutes les autres réactions de l’état R; si une souche 
commence a devenir R, seule JV’instabilité dans les solutions 
acides de pH = 1,9 4 pH = 3,35 pourra étre constatée, alors 
que tous les autres caracléres seront encore ceux d’une forme 
lisse. Toutefois, cette instabilité sera a peine visible, notée 
1 croix, alors que lorsque la transtormation d’S en R= sera 
presque achevée, l’agglutination acide des germes sera évidente, 
notée 3 croix, 

En résumé, au terme de cette étude sur l’agglutination acide, 
nous arrivons aux mémes conclusions que Scholtens, mais 
complétées sur les deux points suivants : 

I. — Pour toutes les Salmonelles, et non plus uniquement pour 
S. typhi, une zone d’agglutination acide dépend de l’antigéne H. 
Elle se situe 4 pH + 4. 

II. — Indépendamment de la deuxiéme zone d’agglutination 
acide due a lV’antigéne Vi, on peut mettre en évidence une troi- 
sieme zone d’agglutination: elle est umputable a Vantigéne R, 
et. se situei entre pH =*1,9-ét pH = 3335: 


Un dernier fail, assez caractéristique, de l’état R, nous semble 
mériter d’étre rappelé: Savage et White [27], ‘Arkwright et 
Pitt [4] Pont constaté et signalé il y a déja longtemps : c’est la 
quasi-irréversibilité du passage de la forme S a la forme R. 

Certains auteurs, 1] est vrai 18, 22, 12] admettent que le retour 
a la variante S, si difficile qu’il soit, n’est pas impossible et 
pourrait étre obtenu dans certaines conditions de culture (repi- 
quages fréquents en bouillon de veau ou en gélose additionnée 
d’amidon, par exemple). Mais Boivin [8], aprés avoir observé 
l'apparition spontanée de colonies présentant tous les caracteres 
de l'état S (antigene O, virulence, etc.) au milicu des colonies R 
dune S. typhi murium et d’une S. enteriditis rugueuses depuis 
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longtemps, a essayé de provoquer expérimentalement le retour 
de l’état R a l'état S. Tl a appliqué la technique utilisée avec 
succés pour les pneumocoques : culture en bouillon des formes 
rugueuses, d’une part en présence des germes de forme lisse 
tués a 56°, d’autre part en présence d’extrait trichloracétique de 
ces mémes formes lisses. Il n’a obtenu aucun résultat. Il a 
étudié également Vaction du sérum anti-R ajouté au bouillon de 
culture avant l’ensemencement des microbes rugueux et n’a 
jamais observé aucun changement d’état. I] semble ainsi permis 
d’affirmer que les formes R de salmonelles sont des mutants trés 
stables. 


En résumé, nous avons comparé les techniques suivantes pour 
provoquer la transformation des formes S en formes R : culture 
en bouillon de viande hypertonique ; en bouillon additionné de 
sérum anti-O correspondant aux germes étudiés ; simple vieil- 
lissement des cultures en bouillon ordinaire a l’étuve a 37°. 
Contrairement a ce que l'on pouvait attendre, les meilleurs 
résultats ont été obtenus par la méthode du vieillissement. 

Nous avons décrit ensuite les caractéres de |’état R, en étudiant 
plus longuement les agglutinations des souches R dans des 
solutions tampons de pH différents ; nous avons trouvé que les 
formes rugueuses sont agglutinées dans les solutions acides 
de pH = 1,9 4 pH = 3,35. De plus, nous avons pu constater 
que toutes les salmonelles mobiles, et non pas ete me typhi, 
sont agglutinées dans des solutions tampons de pH = + 4, phéno- 
méne dd a l’antigéne H des germes. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] J. A. Arxwricut, Zeitschr. Immunitdtsforsch., 1914, 22, 396. 

[2] J. A. Arxwricar. Immunity, 1931, 6, 381. 

[3] J. A. Argkwnricur. [°% Congrés international de Microbiologie, 1930, 
4, 146. 


[4] J. A. Anxwricut et R. M. Prrr. J. Path. a. Bact., 1929, 32, 229. 
[5] J. A. Arxwricut. J. Path. a. Bact., 1928, 34, 665. 
[6] J. A. Arkwricut. J. Path. a. Bact., 1926, 29, 318. 
[7] J. A. Anxwnricat. J. Path. a. Bact., 1919-1920, 23, 358. 
[8] A. Borvin. C. R. Soc. Biol., 1941, 135, 796. 
[9] A. Borvin. C. R. Soc. Biol., 1941, 135, 487. 
[10] A. Borvin et L. Mesropeanu. C. R. Soc. Biol., 1935, 148, 612. 
[44] A. Borvin et L. Mesropranu. C. R. Soc. Biol., 1938, 448, 727. 
[142] V. M. Crosstey, M. Fercuson et L. Brypson. J. Bact., 1946, 52, 
367. 
[43] A. Fenrx et R. M. Prrr. J. Hyg., 1935, 35, 428. 
[44] F. H. Gasenitz. Zeitschr. Hyg., 1949-1950, 130, 223. 
A 


_ N. Gorze. J. Path. Bact., 1926, 29, 149. 


4 


[ 
[ 
[ 


[ 
[2 
[ 
[3 
[ 
[3 
[ 


2 
27 | 


5 
6 
7 


ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


A, N. Goyne. Jz Path; Bact, 1926; 29) 365. 


M. GREENwoop, W. W. C. Tortey et J. Wmson. J. Hyg., 1931, 


34, 257. 
K. Hayakawa. Jap. J. exp. Med., 1937, 415, 197. 


H. M. Iprawam et H. Scuurze. Brit. J. exp. Pathol., 1928, 9, 353. 


M. Ine. Kitasato Arch. exp. Med., 19388, 15, n° 1, 16. 
Iie wainide, AU ACOs te liojorn. ASTID, TAG. = ily 


lof 


Kk. O. Jorpan. Proceed. Soc. exp. Biol. Med., 1925-1926, 23, 762. 


E. O. Jorpan. J. Amer. Med. Assoc., 1926, 86, 177. 


Ch. Krumwiepe, G. Cooper et D. J. Provost. J. Immunol., 


1925, 10, 55. 
L. Micuarnis Deutsche Med. Wochenschr., 1911, 969. 
Ch. Nicotzzx. C. R. Soc. Biol., 1898, 5, 1054. 


W. G. Savace et P. B. Wuire. Med. Res. Council, 1925, 94, 53. 


28| W. G. Savace. J. Path. Bact., 1900, 7, 388. 


3 
3 
3 


9] 
i 
4| 
3] 


3] 
4] 


R. T. Scuourens. J. Hyg., 1938, 38, 273. 

H. Scniirze. J. Hyg., 1921, 20, 330. 

E. Sremuarpr. J. med. Res., 1904-1905, 13, 409. 

Sven Garo. Zeitschr. Hyg., 1937-1988, 420, 615. : 
W. W. C. Toritey et J. Ayrton. J. Hyg., 1924, 22, 284. - 
G. S. Witson. J. Hyg., 1930, 30, 40. 


ETUDE CYTOLOGIQUE D’UN ESCHERICHIA COLI 
. COLICINOGENE INDUIT 


par Bertnt DELAPORTE (°*). 


(Laboratoire de Cytologie végétale de l’Ecole des Hautes Etudes.) 


A. Gratia [4] a montré que le milieu nutrilif liquide ayant servi 
a la culture de certaines souches d’Escherichia coli inhibe la 
croissance d’autres souches de la méme espéce. La substance 
inhibitrice est une protéine qui a recu le nom de colicine. 

F. Jacob, L. Siminovitch et E. Wollmann [2] ont ¢étudié les 
conditions de la production de cet antibiotique. Dans une culture 
d’E. coli ML en voie de croissance exponentielle en milieu 
synthétique 4 base de glucose on ne trouve de colicine ni dans 
le milieu, ni dans les bactéries. Une telle culture, irradiée par 
un rayonnement ultra-violet puis agitée a 87°C, continue a 
croitre pendant soixante 4 soixante-dix minutes, puis se lyse. 
Pendant ce temps, de la colicine est synthétisée. Elle est d’abord 
accumulée dans les bactéries, puis est libérée dans le milicu 
de culture au fur et A4 mesure de la lyse microbienne. 

Nous avons étudié les phénoménes cytologiques qui se 
déroulent entre l’induction et la lyse. 


MaTERIEL ET TECHNIQUES. — Nous avons utilisé la souche 
FE. coli ML dans les conditions d’expériences décrites précédem- 
ment [2]. Une culture en voie de croissance exponentielle en 
milieu synthétique a été soumise & un rayonnement ultra-violet 
de 250 ergs par millimétre carré, puis agitée dans une fiole 
d’Erlenmeyer au bain-marie 4 37° C. La courbe représentant la 
croissance pendant toute l’expérience a été tracée a Vaide des 
chiffres obtenus par mesure de densité optique a 1’électro- 
photométre de Meunier. 

Des gouttes de la culture ont été prélevées, fixées a l'état 
humide par les vapeurs de tétroxyde d’osmium pendant trois 
a’ cing minutes, puis étalées sur lames. Aprés dessiccation a lair 
libre, ces étalements ont été hydrolysés par HC] N : a la tempé- 
rature du laboratoire pendant soixante secondes, puis a 60° 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 juin 1952. 
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pendant dix minutes et ensuite & Ja température du laboratoire 
ee quelques secondes, lavés, colorés soit par la solution 
e Giemsa, soit par le réactif de Schiff, enfin montés sous lamelle. 


Expririences. — Le matériel soumis a l’expérience était cons- 
titué de trés pelits batonnets ayant 0,4 a 0,5, quelquefois_0,6 
de diamétre et 1,1 4 2,9 w de longueur. Ils sont représentés sur 
la figure 1. Chaque batonnet renferme peu de cytoplasme et 
rarement 1 (a, b), généralement 2 (c, d, e, [, g, h) petits éléments 
nucléaires subsphériques, de la largeur du batonnet, ou Sane 
quelquefois des figures de division en haltére (i, j, k, 1, m, n, p). 
Exceptionnellement il y a 4 éléments nucléaires sernunes (r). 

Aussitot aprés Virradiation Vaspect cytologique des batonnets 
est exactement le méme. 

Pendant les vingt ou trente preiniéres minutes qui suivent, 
l’aspect, qui est représenté sur la figure 2, est toujours le méme, 
a la seule différence que les batonnets sont un peu plus grands, 
environ 0,6 p de diamétre, sont généralement plus courts et ne 
possédent le plus souvent qu'un (b, c, d, e, f, g), par- 
fois deux (h, i, j, k, 1) éléments nucléaires : ceci pourrait étre 
da a la simple séparation en deux des batonnets préalablement 
en cours de division. Il semble cependant y avoir alors des divi- 
sions nucléaires, car les figures de division en haltére sont fré- 
quentes (m, n). Les batonnets ayant plus de deux éléments 
nucléaires (p, g, 7) sont trés rares. La quantité de cytoplasme 
de chaque batonnet est légerement plus grande que précé- 
demment. 

Vers la trente-cinquiéme ou la quarantiéme minute (voir fig. 3) 
commencent a apparaitre les premiéres figures anormales. Les 
batonnets ayant 3 4 5 granules nucléaires (a, c, d, e) sont fré- 
quents. On trouve aussi quelques batonnets (b, f, g) légérement 
renflés (0,8 4 0,9 w de diamétre) dont les granules chromatiques 
nucléaires, de diamétre inférieur a celui du _ batonnet, ne sont 
plus disposés en ligne droite. Quelques autres aspects aher- 
rants (h, i) sont visibles, 

Vers la cinquanti¢me minute (voir fig. 4) ces derniéres formes 
sont plus fréquentes et l’on trouve aussi, outre quelques baton- 
nets étroits (a, b, c) de 0,5 » de diamétre, entiérement remplis de 
chromatine, des batonnets (d, e, f, g, h) nettement plus gros 
(0,9 4 1,0 w de largeur) dont la substance chromatique s’est portée 
a la périphérie du batonnet sous une forme caractéristique et 
montre en son centre un espace sans chromatine se colorant 
comme le cytoplasme. Quelques batonnets présentent des formes 
intermédiaires. 

La figure 5 représente l’aspect ultérieur (soixanti¢me a 
soixante-dixiéme minute). Les batonnets, presque tous gros (0,8 
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4 1,0 » de largeur) et plus allongés, renferment de plus en plus 
de chromatine. La quantité totale de cytoplasme semble diminuer. 
La chromatine se présente sous une forme plus ou moins mas- 
sive (a, b, c, d), souvent moins dense dans la région centrale (e, f), 
ou bien laisse distinguer de trés petits espaces, plutét sphériques, 
se colorant comme le cytoplasme (c, f, g, h). L’on voit encore 
quelques batonnets entiérement remplis de chromatine (i, j, k), 
leur diamétre est toujours inférieur de 0,2 a 0,3 uw a celui des 
autres batonnets et leur longueur généralement moindre aussi. 
Ces aspects sont ceux que présentent les batonnets peu avant le 
début de la lyse. 

La baisse de la densité optique commence vers la quatre-vingt- 
dixiéme minute (fig. 6). Les figures 7 (cent vingtiéme minute) et 8 
(cent trentiéme minute) montrent |’évolution du processus de lyse. 
On constate que la quantité de chromatine contenue dans les 
batonnets diminue peu a peu, laissant de plus en plus de place a 
la substance se colorant comme le cytoplasme. Le diamétre des 
batonnets diminue alors légérement ; il est assez souvent de 0,7 u. 
La chromatine prend l’aspect de granules de plus en plus petits. 
Quelques batonnets, toujours petits (environ 0,5 x 1,7 — 2,2 uw), 
ne montrent plus trace de chromatine (fig. 7: a, b, c; fig. 8: 
a, b, c, d, e, f, g) et se colorent entiérement comme le cyltoplasme, 
mais ces formes ne doivent pas persister longtemps, car l’on n’en 
voit qu’un petit nombre jusqu’a la cent quaranliéme minute et plus 
tard : ils représentent environ 25 p. 100 des batonnets a la cent 
vingtiéme minute et 50 p. 100 a la cent trentiéme minute. Excep- 
tionnellement on voit une fine ligne granuleuse de chromatline 
avec (j, k) ou sans (hk) cytoplasme. Les trois lignes granuleuses 
de la figure 8 h, élaient en ligne droite et représentent vraisem- 
blablement les restes d’un unique batonnet. 

Les figures reproduites sur la planche représentent des colo- 
rations au Giemsa; la réaction de Feulgen donne des images 
tout a fait comparables. I] semble donc que les éléments trés 
chromaltiques, figurés en noir, renferment de l’acide désoxyribo- 
nucléique. 


Discussion. — Des observations précédentes il ressort que les 
phénoménes cytologiques liés a la synthése de la colicine sont : 
1° une séparation, en articles généralement uninucléés des baton- 
nets possédant avant l’expérience plusieurs éléments nucléaires, 
2° une augmentation considérable de la substance chromatique en 
méme temps qu’une augmentation assez sensible du volume du 
batonnet. Cet accroissement de la quantité de la substance chro- 
matique, substance donnant une réaction de Feulgen positive, 
semble correspondre & une augmentation tres sensible de la 
quantité d’acide désoxyribonucléique de chaque batonnet. 
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Or, les courbes de l’acide désoxyribonucléique et de la densité 
optique subissent une évolution paralléle [8]. I] semblerait donc 
quil n’y aurait pas d’augmentation relative d’acide désoxyribo- 
nucléique. Il y a la une anomalie que nous ne savons expliquer. 

Cet accroissement, visible sur les préparations microscopiques, 
de la substance chromatique est probablement analogue a celui 
que l’on observe lors de la formation des bactériophages chez 
Bacillus megatherium lysogéne induit par Virradiation ultra- 
violette [4], mais, alors que dans ce dernier cas la substance 
chromatique reste localisée dans la région centrale du batonnet 
sous la forme d’un cylindre axial nettement délimité, ici la 
substance chromatique est relativement beaucoup plus importante, 
le cytoplasme ne restant visible qu’en des espaces petits et irré- 
culiérement répartis. 

La substance chromatique sort progressivement des batonnets 
sans quil y ait éclatement. Le volume du batonnet, qui avait 
augmenté lors de l’accroissement de la chromaticité, est diminué 
aprés la perte de chromaticité. La membrane cellulaire semble se 
comporter comme une membrane élastique. Les batonnets tota- 
lement privés de substance chromatique sont toujours beaucoup 
plus étroits et considérablement plus courts que les autres. 

Comparons |’évolution de la colicine, telle qu’on peut la doser 
dans les bactéries et le milieu, et les aspects cytologiques. Des 
dosages [2] ont montré que la synthése de la colicine commence 
aussitot aprés irradiation : dés la quinziéme minute les batonnets 
en renferment une quantité nettement décelable. La quantité 
s’accroit jusque vers la cent vingtiéme minute. Pendant les 
soixante-quinze premiéres minutes la colicine se trouve unique- 
ment a Vintérieur des batonnets. A partir de ce moment il y a 
continuation de l’accroissement de la colicine intrabactérienne, 
cependant que la colicine apparait dans le milieu. Des batonnets, 
dont l’aspect cytologique n'est pas changé ou ne Jest que 
peu (fig. 2 et 3 : vingt a quarante minutes aprés l’irradiation) 
renferment déja des * quantités appréciables de colicine: a 
quarante minutes (fig. 3) ils renferment environ la moitié de la 
quantité qwils auront a soixante-dix minutes (fig. 5) et un quart 
de la quantité quils auront a cent vingt minutes (fig. 7). Les 
examens cytologiques ne donnent done aucune indication sur la 
localisation de Ja colicine. A cent quarante minutes, un quart de 
la quantité totale de la colicine se trouve libérée dans le milicu 
de culture. A ce moment, parmi les batonnets encore visibles, 
environ la moitié sont nettement plus petits et sans trace de 
chromatine. 


Résumé. — La production de colicine par la souche E. coli ML 
induite par les rayons ultra-violels est accompagnée de divers 
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phénoménes d’ordre cytologique : croissance bactérienne accom- 
pagnée d’une hypertrophie et de séparation des batonnets en voice 
de division, chaque batonnet renferme de plus en plus de :chro- 
matine, substance colorable par la réaction de Feulgen et le 
Giemsa aprés hydrolyse, jusqu’a paraitre en étre rempli plus 
ou moins completement. Cette chromatine ne présente pas d’ar- 
rangement défini, sinon qu’au début elle se porte souvent vers la 
périphérie du batonnet, laissant en son centre un espace sans 
chromatine. La lyse qui, on le sait, libérera la colicine, survient 
ensuite. La diminution progressive de la chromatine est accom- 
pagnée d’une diminution du volume bactérien sans déformation. 
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EXPLICATION DES FIGURES 
Grossissement : & 4 000. Colorations au Giemsa 
apres hydrolyse chlorhydrique. 
Fie. 4. — Matériel avant lirradiation. 


Fic. 2. — Vingt a trente minutes aprés l'irradiation. 


Fic. 3. — Trente-cing & quarante minutes aprés lirradiation. 
Fic. 4. — Cinquante minutes aprés l’irrediation. 
Fic. 5. — Soixante @ soixante-dix minutes aprés lirradiation. Maximum de la 


densité optique de la culture. 


Fic. 6. — Quatre-vingt-dix 4 cent minutes aprés Virradiation. Début de la 
baisse de la densité optique de la culture. 

Fic. 7. — Cent vingt minutes aprés lirradiation. La quantité de chromatine a 
diminué de maniére évidente, elle est totalement absente de quelques 
batonnets. 

Fic. 8. — Cent trente minutes aprés l’irradiation. La quantité de chromatine a 
beaucoup diminué. Nombreux sont les batonnets qui en sont totalement 
privés; ces derniers sont toujours petits. 
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LIVRES RECUS 


Hans Schmidt. — Fortschritte der Serologie. Verlag Von D* Dietrich 
Steinkopff, Darmstadt, 1951. 6. Lieferung. 384 p., 56 fig. 


Sixitme fascicule de la série étudiant le fractionnement du plasma 
selon Cohn, la purification des anticorps (précipitation fractionnée et 
fermentation, purification enzymatique, électrophorése de sérums 
traités par des enzymes, dissociation du complexe antigéne-anticorps, 
adsorption et élution non spécifique), la formation du complexe anti- 
eéne-anticorps, la fixation des anticorps (agglutination et précipitation 
non spécifique en systéme dispersé, agglutination et précipitation spé- 
cifique en systéme dispersé, théorie de la fixation spécifique). 

M. G. 


A. Lemaire, F. Delbarre et J.-P. Michard. — Les stimulines hypophy- 
saires. Masson et Gi, 120, bd Saint-Germain, Paris-6°, 1951, 
163 p., 12 fig. 


Les auteurs étudient la fonction endocrino-stimulatrice de lhypo- 
physe qui constitue vraisemblablement son rédle prédominant. Les 
connaissances acquises ces derniéres années concernant les points 
principaux suivants sont résumées et commentées en 16 chapitres, 
suivis d’une bibliographie des publications récentes et des références 
classiques les plus importantes : l’>hypophysectomie et ses effets ; indi- 
vidualisation, méthodes d’isolement, rédle physiologique, dosage, struc- 
ture chimique, propriétés physiques et chimiques, origine et lieu de 
formation, pluralité des stimulines ; la stimulation et le blocage des 
sécrétions hypophysaires ; les stimulines en pathologie humaine, leur 
action sur les éléments figurés du sang ; les stimulines et le cancer, 
les stimulines en thérapeutique. Ce livre sera lu avec profit a la fois 
par les spécialistes, les étudiants et les praticiens. 

MisiGe 


ERRATUM 


Ces Annales, 83, aout, mémoire H. de Barjac, page 210, tableau II. 
Au lieu de: « Recherche des Nitrates », lire : « Recherche des 
Nitrites ». 


Le Gérant : G. Masson. 
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